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Die Hemmung der Fettresorption durch Phlorrhizin. 
Von 
F. Verzar und L. Laszt. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 2. Dezember 1954.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Wir haben vor kurzem mitgeteilt, da durch Monojodessigsaure 
und Phlorrhizin die Fettresorption gehemmt werden kann!, ebenso 
wie auch die selektive Bevorzugung der Glucose bei der Resorption 
gehemmt wird”. Ohne Endgiiltiges dariiber aussagen zu kénnen, welcher 
Art jener ProzeB ist, der hier wirkt, wurde die Annahme gemacht*® und 
von allen weiteren Bearbeitern dieser Frage vertreten*4, daB es sich 
hierbei um Phosphorylierungen in der Darmschleimhaut handelt. 
Mas kann speziell auch fiir die Fettresorption gelten, da auch hier 
mindestens ein wesentlicher Teil der Fette als Phosphatid resorbiert 
wird5. DaB die Resorption von Fett gehemmt werden kann, wurde 
von uns zuerst mittels Vergiftung mit Monojodessigséure gezeigt. 
Nach Vergiftung mit dieser sterben jedoch alle Versuchstiere (Ratten) 
in 8 bis 10 Stunden. Deshalb kann man mit diesem Gift die Frage, wie 
in spdteren Stunden die Resorption verlauft, nicht studieren. Innerhalb 


dieser Zeit ist wie wir auf Grund von zwei weiteren Versuchen mit 
Monojodessigséiure wieder bestatigen kénnen die Fettresorption 


so gut wie vollstandig gehemmt, wahrend bei normalen Tieren 
bei gleichen Fettmengen sie inzwischen schon zum gr6Bten Teil ab- 
gelaufen ist. 

Zur Untersuchung des weiteren Ablaufs der Resorption ist Phlorrhizin 
geeigneter, weil dabei die Tiere trotz Vergiftung mit groBen Dosen 
tiberleben. Ehe wir an die Beschreibung der eigentlichen Versuche 
gehen, soll zuerst der Ablauf der Fettresorption bei normalen Ratten 
unter verschiedenen Versuchsbedingungen beschrieben werden. Diese 
Versuche sind die normalen Kontrollen, mit denen die der nachsten 
Versuchsreihen vergleichbar sind. Sie wurden parallel mit letzteren 
ausgefihrt. 


1 F. Verzar u. L. Laszt, diese Zeitschr. 270, 35, 1934. 2 W. Wilbrandt 
u. L. Laszt, ebenda 259, 398, 1933; EB. Lundsgaard, ebenda 264, 209, 221, 
1933; EF. Wertheimer, Pfliigers Arch. 228, 514, 1934. 3 W. Wilbrandt u. 
L. Laszt, diese Zeitschr. 259, 398, 1933. 1 KB. Lundsgaard, ebenda 264, 
209, 221, 1933; B. Wertheimer, Pfliigers Arch. 228, 514, 1934. 5 W. Wil- 
brandt u. H. Sillmann, diese Zeitschr. 270, 52, 1934. 
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F. Verzar u. L. Laszt: 


Methodik. 


Die Fettbestimmung im Darminhalt wurde auf die folgende Weise 
ausgefiihrt: Der Darm der Tiere wurde zuerst mit Wasser, dann mit Alkohol- 
Ather (3: 1) ausgewaschen. Dann 24 Stunden stehengelassen, aufgekocht, 
filtriert, auf dem Wasserbad eingedampft, mit Ather aufgenommen, mit 
Natriumsulfat getrocknet, filtriert, eingedampft und im Trockenschrank 
auf Gewichtskonstanz gebracht. Fettsauren wurden durch Titration des 
Atherextraktes mit n, 10 NaOH und Phenolphthalein als Indikator bestimmt. 
Fazes, die auf Filterpapier gesammelt waren, wurden ahniich behandelt. 


Versuchsreihe I. 
Die Fettresorption bei normalen Ratten. 
|. Resorption von Olivenél (mit Magensonde gegeben). 
Ratten von 150 bis 200g Kérpergewicht erhielten mit Magensonde 
aus einer kalibrierten Pravazspritze etwa 3 ccm Olivenél. Nach verschieden 
langer Zeit werden die Tiere get6tet und Magen- und Darminhalt (sowie 
eventuell inzwischen entleerte Fazes) auf Fett bzw. Fettsiuren analysiert. 
AuBer den in Tabelle I angefiihrten 10 Versuchen sind noch 14 Versuche 
ausgefiihrt worden, die alle das gleiche Resultat hatten. 


Tabelle lL. fettresorption bei normalen Tieren. 





: , ae Z ickerhalte Resorbie 
Gewicht Eingegeben Dauer der Zuriicke < halten oes. pts i 


: des Olivend e- pee 
Nr nal Pray mor ai. a Magen Darm ye g 5 
g g Std. g g g 
87 172 2,292 6 0,523 0,498 1,021 1,271 55,4 
88 170 2,289 6 0,412 0,608 1,020 1,269 55,4 
89 160 2,306 12 0,389 0,443 0,832 1,473 63,9 
90 160 2,274 12 0,418 0,332 0,750 1,523 67,0 
91 168 2,270 18 0,086 0,400 0,486 1,783 78,5 
92 154 2,275 18 0,079 0,124 0,204 2,071 91,0 
93 168 2,280 24 0,000 0,229 (0),229 2,050 90,0 
94 166 2,261 24 0,006 0,117 0,123 2,137 94,4 
95 . 170 2,114 36 0,009 0,220 0,230 1,884 89,4 
96 156 2,277 36 0,009 0,148 0,158 2,118 93,0 


In Ubereinstimmung mit den Versuchen der vorigen Arbeit (I. ¢.) 
zeigt sich, daB von per os eingegebenem etwa 2g Olivenél in 6 Stunden 
schon etwa lg (50%), nach 12 Stunden 1,5g und nach 24 Stunden 2 g 
resorbiert sind. Die Versuche der Tabelle I sind gleichzeitig ausgefiihrt. 

Als Nebenbefund méchten wir darauf aufmerksam machen, daB man 
diese Versuche nur an nichtnarkotisierten Tieren machen darf. Urethan- 
narkose hemmt die Entleerung des Magens so, daB nach 6 bis 8 Stunden 
noch gar nichts, nach 10 Stunden in einem Falle allerdings bereits 50°, 
resorbiert waren. Nach 6 Stunden wurde alles Fett noch im Magen gefunden. 


2. Fiitterung von fetthaltigem Fleischpulver. 
Um unter méglichst physiologischen Verhaltnissen zu arbeiten, haben 
wir in den in Tabelle II zusammengestellten Versuchen das Fett zur Nahrung 
der Tiere gemischt. Dann lieBen wir sie nach 24stiindigem Hungern spontan 
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4 F. Verzér u. L. Laszt: 


fressen und bestimmten nach 24, 48 und 96 Stunden den Gehalt der Fazes 
an Fett. Wie aus Tabelle II ersichtlich ist, fanden wir auch nach dieser 
Methode, da nach 24 Stunden bereits 3 g Fett resorbiert sind. Der Ratten- 
darm ist demnach zur Resorption von sehr groBen Fettmengen fahig. 


3. Injektion von Olivenél direkt in den Darm. 

Will man die Resorption von irgendeiner Substanz unbeeinfluBt von 
der Entleerung des Magens untersuchen; so muB man sie direkt in den 
Darm injizieren'. Dabei st6rt allerdings, daB man das nur an narkoti- 
sierten Tieren ausfiihren kann. Gerade diese Methode kann aber die 
sicherste Beweisfiihrung fiir die Hemmung der Resorption geben und 
wir legen deshalb besonderes Gewicht auf sie. In Tabelle II] stellen 
wir sieben so ausgefiihrte Versuche zusammen. 

Wir kommen auch mit dieser Methode zu einem sicheren Nachweis 
der Fettresorption. Wir injizierten in das Duodenum etwa 1,5 g Olivenél 
aus einer Pravazspritze. In manchen Versuchen (29, 30) geschah das 
im Atherrausch, so daB das Tier kaum 5 Minuten in Narkose war. 
Durch einen kleinen Bauchschnitt wurde das Duodenum herausgeholt, 
gegen den Magen zu mit den Fingern zugehalten und analwarts injiziert. 
Dann wurde der Bauch mit zwei bis drei Nahten geschlossen. Die 
Tiere erwachten sogleich, und die Resorption innerhalb der nachsten 
6 Stunden erfolgte im Wachzustande. In den anderen Versuchen waren 
die ‘Tiere mit Urethan narkotisiert und befanden sich wahrend der 
ganzen Resorption in tiefer Narkose. Die Versuche beweisen auch, 
daB die Urethannarkose die Fettresorption nicht wesentlich hemmt; 
in Urethannarkose wurden 14 bis 42°,, nach Atherrausth 49 bis 59°,, 
resorbiert. 

Versuchsreihe II. 
Die Hemmung der Fettresorption durch Phlorrhizin. 

In unserer friiheren Arbeit! haben wir gezeigt, da nach einer 
Vergiftung mit groBen Phlorrhizindosen die Fettresorption in den 
nachsten 6 Stunden so gut wie vollstandig gehemmt ist. Das wurde 
nicht nur bei per os-Gaben, sondern insbesondere auch nach Injektion 
des Fettes in den Darm direkt nachgewiesen. In derselben Zeit ist beim 
normalen Tier nahezu die Halfte derselben Fettmenge bereits resorbiert. 

Das weitere Schicksal des eingegebenen Fettes wurde damals noch 
nicht verfolgt, nur soviel wurde nachgewiesen, daB das Fett gespalten 
wird. Die Lipasewirkung ist also durch das Phlorrhizin nicht gehemmt. 

Jm folgenden soll nun untersucht werden, was nach den ersten 
6 Stunden mit dem Fett geschieht. Es wurden etwa 3 ccm Olivendl 
mit der Magensonde eingegeben. Tabelle IV zeigt zuerst, wie nach einer 


' F. Verzar u. L. Laszt, diese Zeitschr. 270, 35, 1934. 
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einmaligen Gabe von (meistens) 100 mg Phlorrhizin 1 Stunde vor der 
Fitterung, die Fettresorption ablauft. Man sieht, daB nach 6 Stunden 

in Bestaétigung unserer friiheren Befunde garnichts resorbiert ist; 
dann aber beginnt die Resorption; nach 24 Stunden sind etwa 50°,, 
nach 48 Stunden nahezu 100°, resorbiert. 





Tabelle IV. Phlorrhizinvergiftung, Resorption von Fett nach 
Eingabe per os **. 
Ge- Ein- — P 
| wieht  gegeben Pang ad Zuriickerhalten Gesamt- Resorbiert 
om Ticces oa tents sorption Magen Darm a ‘i Anmerkung 
g g Std. g g g 8 ” 
30 170 2,027 6 -—- -— 2,199 0 0 * 
83 | 177 1,795 6 1,768 , 0,234 2,003 , 0 0 
84 160 1,806 6 1,619 0,256 1,875 0 0 
97 150 2,295 6 1,502 | 0,695 | 2,197 0,098 4,3) renting + +4 
98 150 2,266 6 1,035 1,069 2,105 0,161 7,1 — 
31. (170 2,007 10 _ — | 1,733 | 0,280 14,0. * 
85 | 200 1,805 10 1,323 | 0,121 1445 0,360 20,0 
100 =160 2,284 12 0,386 | 1,813 2,199 | 0,085 3,7 J + 
99 160 2,313 12 1,225 | 0,690 1,915 0,397 17,2 ‘ \ 
32-170 1,930 14 — -- 1,763 | 0,166 8,06 * 
101 170 2,287 18 0,283 1,102 | 1,885 | 0,902 39,5 . 
102.170 2,286 18 0,986 | 0,604 | 1,590 | 0,696 30,4 a 
34 170 2,013 24 — ~~ 1,063 | 0,950 47,02 NachsStd. noch- 
5 id ae mals 50 mg * 
103-160 2,292 24 0,679 0,991 | 1,670 | 0,621 27,1 9 Kenting + 
104. 170 2,382 24 0,439 | 0,360 0,800 | 1,582 66,4 1 Sige 
37.—s«170 2,067 36 _ _ 1,759 0,308 14,59. 
105 =: 160 2,282 36 0,461 | 0,853 0,814 1,467 64,3 
106 174 2,281 36 0,295 0,289 0,584 1,696 74,3 
38 170 1,898 48 —_ - 0,117 1,781 94,0 * 
* Bei diesen Versuchen wurde der Magen-Darminhalt zusammen bestimmt. — ** Alle 


Tiere erhielten 1 Std. vor der Olfiitterung 100 mg Phlorrhizin. 





; Bal 100 ; —— 
In Abb. 1 vergleichen wir die 
Resorption von etwa 2 g Fett bei ad 
normalen und mit 100 mg Phlor- 80 


rhizin vergifteten Tieren. Als Ver- 
gleich dienen die oben angefiihrten 
Normalversuche (aus Tabelle 1) 
Ks ist klar, daB wahrend normaler- 
weise die Resorption sogleich be- 


ginnt, sie hier zuerst gehemmt ist A it 
und dann langsam ablauft. 2041—-+ 
| ¢ 
Man miiBte als Erklarung 70-2 | ; 
natiirlich zuerst daran denken, a = 
0 6 t@ 178 2 3 3 ¥2 YW H% 


da®B die Wirkung der Phlorrhizin- 
injektion nach einiger Zeit voriiber- 


8 


% fet resorbiert 
§ 8 8 














Stunden 
Abb. 1. 
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geht und deshalb die Hemmungswirkung aufhért. Das ist deshalb wahr- 
scheinlich, weil der durch diese Dosen von Phlorrhizin bedingte Diabetes 
oft schon nach 24 Stunden aufhért. Diesen Einwand haben aber die Ver- 
suche 107 bis 115 (Tabelle V) und noch weitere sieben Versuche 
widerlegt. In diesen wurde auBer der ersten Phlorrhizininjektion nach 
je 10 Stunden noch eine zweite und dritte Injektion von groBen Dosen 
gemacht. Wenn die Wirkung der ersten Injektion scheinbar voriiber 
war, dann hatte sich die der zweiten baw. schlieBlich der dritten zeigen 
miissen. Das war aber nicht der Fall. Die Ursache der langsamen 
Resorption liegt also nicht darin, daB die Wirkung der Vergiftung 
abklingt. Man kénnte héchstens noch die Hypothese aufstellen, daB 
die zweite und dritte Injektion aus irgendeinem unbekannten Grunde 
keine Wirkung auf die Fettresorption mehr hat. Wie unter ,,An- 
merkung’ angegeben ist, enthielt der Harn dieser Tiere am Schlub 
des Versuchs Glucose und Aceton. 

Auch ein anderer naheliegender Einwand lat sich leicht abweisen. 
Die langsame Resorption liegt nicht daran, daB der Magen bei Phlorrhizin- 
vergiftung sich etwa langsamer entleert. Das ist eigentlich schon in der 
vorigen Mitteilung damit widerlegt worden, daB die Resorption auch 
dann gehemmt wird, wenn das Fett direkt in den Darm injiziert wird 
(Tabelle VI, Versuche 41 bis 43). Die neuen Versuche 44 bis 47 der 
Tabelle VI beweisen das von neuem. In 6 bis 8 Stunden ist auch bei 
dieser Methodik und auch im Atherrausch nichts resorbiert. In 'Tabelle IT] 
findet man die entsprechenden Parallelen (Nr. 28 und 29) an normalen 
Kontrolltieren, bei denen in derselben Zeit sehr viel resorbiert wurde. 

Dagegen beginnt auch hier spater eine Resorption gerade so wie 
bei per os-Gaben von Fett (Nr. 46, 47). Diese Versuchsreihe widerlegt 
noch einen Einwand, den wir allerdings fiir unvergiftete Tiere bereits 
in Tabelle III geklart haben: da®B namlich keinesfalls die Urethan- 
narkose an der Hemmung der Fettresorption schuld tragt, denn auch 
dann, wenn die Fettinjektion direkt in den Darm im Atherrausch 
(Dauer der Narkose etwa 5 Minuten) geschah, blieb das Resultat das- 
selbe: innerhalb der ersten 6 bis 8 Stunden wird kein Fett resorbiert, 
wenn das Tier mit Phlorrhizin vergiftet ist. 

SchlieBlich ist noch eine dritte Art von Versuchen nach Phlorrhizin- 
vergiftung ausgefiihrt worden. Die mit Phlorrhizin vergifteten Tiere fraBen 
spontan mit Schmalz gemischtes Fleisch. In Tabelle VII sind die dies- 
beziiglichen Versuche zusammengestellt. Bei diesen Versuchen wurde 
nur nach Ablauf von 2 bis 4 Tagen untersucht, nicht nach kiirzeren 
Zeiten. Auch hier zeigt sich, daB die Hemmung der Resorption durch 
Phlorrhizin keine absolute ist, sondern daB sie nach 2 bis 4 Tagen fast 
vollstandig abgelaufen ist. Die drei letzten Tiere enthielten hier auch 
wiederholt Phlorrhizin, so daB sie waihrend der ganzen Zeit unter der 
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Giftwirkung standen. Nachdem bei Ratten die Entleerung des Darms 
sehr langsam vor sich geht, hat tm Darm vorhandenes Fett auch nach 
Tagen noch Gelegenheit, resorbiert zu werden. Dieses Resultat stimmt 
also mit dem der vorigen Versuche der Tabelle IV, V, VI durehaus 
tiberein. 

Diskussion. 

Phlorrhizin hemmt demnach nur in den ersten 6 bis 8 Stunden 
die Fettresorption vollstandig. Dann beginnt eine Resorption, welche, 
nachdem der Darm der Ratten sehr langsam entleert wird, nach 2 
vollstandig sein kann. Somit ist die Wirkung des Phlorrhizins durchaus 
ahnlich der Wirkung, die es auf die Glucoseresorption ausiibt. Glucose 


r 


‘agen 


wird nach Monojodessigsaure- und Phlorrhizinvergiftung auch noch 
resorbiert, aber nicht mehr selektiv beschleunigt. Sie wird so resorbiert, 
wie es auf Grund der Diffusion erklart werden kann, ebenso rasch wie 
Pentosen. Dagegen ist jener spezifische ProzeB der Schleimhaut, der 
ihre selektive Beschleunigung bewirkt, nun verschwunden. 

Wenn unsere oben ausgesprochene Annahme richtig ist, daB dieser 
spezifische ProzeB mit der Phosphorylierung von allem oder einem Teil 
des resorbierten Fettes identisch ist, so wird diese nun fortfallen. Das 
Fett wird aber auch weiterhin durch die Pankreas- und Darmlipase 
gespalten und durch die gepaarten Gallensiuren hydrotrop gelést!. 
Dieses gespaltene Fett wird auch weiterhin in das Schleimhautepithel 
hineindiffundieren. Dagegen treten Stérungen der Fettsynthese ein 
und diese scheinen derartig zu sein, daB es nun zu einer viel langsameren 
Resorption kommt. Wenn eventuell alles Fett ein Phosphorylierungs- 
stadium passieren muB, um zu Neutralfett synthetisiert zu werden, 
so wird nun die Neutralfettsynthese gehemmt sein. Ware es aber so, 
daB nur ein Teil des Fettes die Phosphorylierung durchmacht, so wird 
nur die Resorption dieses Teiles verhindert sein. Es ware denkbar, dab 
die Bedeutung der Synthese zu Neutralfett, die vielleicht tiber Phosphory- 
lierungen geht, unter anderem die ist, daB das Diffusionsgefalle fiir die 
Fettsauren bestandig hochgehalten wird. Das ware besonders dann 
moéglich, wenn nicht nur ein Teil, sondern alles Fett voriibergehend als 
Phosphatid vorhanden ist. Die Fettsynthese im Epithel der Darm- 
schleimhaut ist demnach ein ebensolcher Beschleunigungsfaktor der 
Resorption wie die Hexosephosphorsauresynthese, wobei natirlich 
hervorgehoben sei, daB das nicht die einzige Bedeutung dieser Synthese 
ist, die gleichzeitig auch zur Entgiftung der Fettsauren und zur Bildung 
von kérpereigenen Fetten fiihrt. 

Hier ergeben sich noch mannigfaltige Angriffspunkte dieses 
Problems, iiber welche wir weiterarbeiten. 

' F. Verzar u. A. Kiithy, diese Zeitschr. 205, 369, 1929; 210, 265, 281, 
1929; 225, 268, 1930; 280, 451, 1931. 








10 F. Verzar u. L. Laszt. 


Die scheinbar paradoxe Erscheinung, da die Fette  zuerst 
8 Stunden lang nicht, schlieBlich aber doch resorbiert werden, erklaren 
wir also so, daB schlieBlich alles Fett gespalten wird und als Fettsadure 
nun langsam in die Schleimhaut eindiffundiert. Es besteht kein Grund, 
warum es nicht diffundieren sollte. Es fehlt nun aber der ProzeB, der 
durch Synthese der Fettsduren zu Neutralfett ein erhéhtes Diffusions- 
gefaille ergibt und damit die Resorption beschleunigt. Somit ist - 
nach dieser Auffassung — die Fettsynthese im Epithel ein Beschleuni- 
gungsfaktor der Fettresorption, ebenso wie es die Glucosephosphory- 
lierung fiir die Glucoseresorption ist. 


Zusammenfassung. 

1. Von Oliven6él, das mit Magensonde eingegeben wird, resorbieren 
150 bis 200 g schwere Ratten in 6 Stunden etwa 1g, in 24 Stunden 
bis zu 3g. 

2. Wird Olivenél oder Schweineschmalz mit anderer Nahrung in 
diesen Mengen gefiittert, so ist ebenfalls alles verfiitterte Fett in 
24 Stunden resorbiert. 

3. Bei direkter Injektion von Olivenél in den Diinndarm sind in 
6 Stunden ebenfalls etwa die gleichen Mengen wie bei per os-Fiitterung 
resor biert. 

4. Urethannarkose hemmt die Magenentleerung und kann _ bei 
per os-Versuchen deshalb nicht verwendet werden. 

5. Auf die Resorption aus dem Darm hat die Narkose keinen 
nennenswerten Einflub. 

6. Phlorrhizin hemmt die Resorption der Fette sowohl bei Eingabe 
von Ol peros, als auch bei direkter Olinjektion in den Darm. Die 
Hemmung dauert jedoch nur etwa 8 Stunden. Dann wird langsam 
dennoch resorbiert, was nach 48 Stunden vollkommen abgelaufen 
sein Kann. Phlorrhizin hemmt demnach auch beziiglich der Fett- 
resorption einen Beschleunigungsfaktor, ebenso wie beziiglich der 
Glucoseresorption. 

7. Gefiittertes Schmalz wird eben deshalb nach 2 bis 4 Tagen fast 
ganz ausgenutzt, weil es lange im Darm der Tiere bleibt und somit 
Zeit zur Resorption hat. 








Die Hemmung 
der Fettresorption nach Exstirpation der Nebennieren. 
Von 
F. Verz4r und L. Laszt'. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1934.) 


Nicht nur bei Vergiftung mit Monojodessigsaéure und Phlorrhizin?, 
sondern auch nach Entfernung der Nebennieren wird wie auf Grund 
anderer krfahrungen angenommen wurde? und dann experimentell 
nachgewiesen werden konnte — die selektive Glucoseresorption ge- 
hemmt*. So muBte die Frage auftauchen, ob auch die Fettresorption 
nach Nebennierenentfernung gehemmt werde, und die folgenden Unter- 
suchungen bezwecken festzustellen, ob Nebennierenexstirpation ahnlich 
der selektiven Glucoseresorption auch die Fettresorption hemmt. 
Methodisch schlieBen diese Versuche sich an jene der vorigen Arbeit 
an. Die dort angefiihrten Versuche an normalen Tieren sind auch die 
Kontrollen zu diesen. 


Versuchsreihe I. 
Resorption der Fette bei nebennierenlosen Tieren. 

1. Olivenol mit Magensonde. Exstirpiert man Ratten beide Neben- 
nieren und gibt ihnen nach 3 Tagen Olivenél mit Magensonde, so wird 
dieses sehr schlecht resorbiert. Tabelle I zeigt diesbeziigliche Versuche. 
Alle Tiere waren 6 bis 12 Stunden im Versuch, dann wurden Magen- 
und Darminhalt auf Fett analysiert. 


Aus der Tabelle I geht deutlich hervor, daB innerhalb dieser Zeit 
ein groBer Teil des Fettes aus dem Magen in den Darm iibergetreten 
ist, ferner, da} eine durchaus normale Fettspaltung stattgefunden hat. 
Trotzdem ist nur 3, 7 und einmal 15%, Fett verschwunden, Werte, die 
an der Grenze der Versuchsfehler liegen. Bei normalen Tieren (Tabelle | 
der vorigen Arbeit) wird in derselben Zeit 40 bis 90%, resorbiert. Auch 
hier hat sich also eine fast vollstaindige Hemmung der Fettresorption 
gezeigt. 

Dieser Befund wird allerdings dadurch kompliziert, daB samtliche 
Tiere nach Olfiitterung nach 12 bis 24 Stunden eingehen. Eine Erklarung 


' Unter Mitwirkung von Frl. N. Guth. 2 Literatur s. vorige Arbeit. 
— * F. Verzér u. A. Arvay, diese Zeitschr. 234, 186, 1931; °A. Arvay u. 
L. Lengyel, ebenda 239, 128, 1931. 1 W. Wilbrandt u. L. Lengyel, ebenda 


267, 204, 1933. 
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Hemmung der Fettresorption nach Exstirpation der Nebennieren. — 13 


hierfiir werden wir in der Versuchsreihe Il geben. (Hier seien nur zwei 
Angaben gemacht, die beweisen, dafs es sich dabei wohl um eine Wirkung 
der Fette handelt. Zwei nebennierenlosen Tieren wurden je 3 ccm physio- 
logische NaCl-Lésung mit Magensonde injiziert. Beide blieben am Leben. 
Es handelt sich also nicht etwa um eine besondere Empfindlichkeit der 
nebennierenlosen Tiere gegen eine Magensondierung. Ferner haben wir 
parallel mit diesen fiir Fettresorption benutzten Tieren noch sehr viele 
andere gehabt, welche alle, falls sie 3 Tage die Nebennierenexstirpation 
iiberlebten, auch noch nach weit spéateren Tagen am Leben waren. 
Demnach steht der Tod der Tiere irgendwie mit der Fettfiitterung im 
Zusammenhang. ) 


2. Olivendlinjektion in den Darm. Auch an nebennierenlosen 
Tieren haben wir Versuche ausgefiihrt, in welchen wir das Fett (Olivendél) 
im Atherrausch direkt in den Darm injizierten. Nach 6 Stunden wurden 
die Tiere getétet und der Darminhalt analysiert. Die Technik war 
dieselbe wie in den Normalversuchen der 'Tabelle III] der vorigen Arbeit. 


Tabelle Il. Nebennierenlose Tiere. Injektion von O1 in den Darm. 





Gewicht Dauer der ssorbie 
Nr der Ein- Resorp- Zuriick- nantes Anmerkung 
Tiere gegeben tion erhalten + ™ 
g Std. g 8 vio 
73 200 1,618 6 1,496 0,122 7,5 \therrauseh 
74 180 1,618 6 1,548 0,070 4,3 “ 


Tabelle IL zeigt zwei diesbeziigliche Versuche Nr. 73 und 74. Wahrend 
bei den erwahnten normalen Tieren mit derselben Technik 0,8 bis 0,9 g 
Fett resorbiert wurden, ist hier praktisch nichts resorbiert. Damit 
ist der Beweis wohl entscheidend erbracht, daB~ bei den neben- 
nierenlosen Tieren eine sehr groBe Hemmung der Fettresorption vor- 
handen ist. 


3. Nebennierenlose Tiere, Fiitterung mit Schmalz. Gibt man jedoch 
das Fett nicht als Olivenél, sondern zum Futter gemischt als Schweine- 
schmalz, so dab es spontan gefressen wird, dann bleiben die Tiere am 
Leben. Unter solchen Bedingungen wird dann auch spater Fett resorbiert, 
ebenso wie bei mit Phlorrhizin vergifteten Tieren. Die Erklarung ist 
vielleicht die, daB, wenn das Fett beim spontanen Fressen langsam 
in den Korper gelangt, es nicht toxisch wirkt. In solchen Versuchen 
laBt sich nun das weitere Schicksal des Fettes studieren. Auch hier ist 
so wie bei der Phlorrhizinvergiftung der ProzeB der Fettresorption nicht 
vollstandig gehemmt, sondern nur in den ersten 10 Stunden. Uberlebt 
das Tier, so wird nach und nach von dem noch lange im Darm ver- 
weilenden Fett doch noch eine bedeutende Menge resorbiert. Nach 
37 Stunden fanden wir so eine Resorption bis zu 84°). 





14 F. Verzar u. L. Laszt: 




















z Versuchsreihe II. 
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Hemmung der Fettresorption nach Exstirpation der Nebennieren. = 15 


intraperitoneal. Acht nebennierenlose Tiere starben von Ig pro kg 
in 2'), bis 6 Stunden, von ',g nach 18 Stunden, von 0,25 g blieben sie 
am Leben. 

Auf Grund dieser Befunde steht also fest, daB nebennierenlose 
Xatten mindestens doppelt so empfindlich gegen organische Sauren 
sind wie normale Tiere. Es scheint uns deshalb wahrscheinlich, daB 
auch der Tod dieser Tiere nach Olfiitterung sich ahnlich erklaren liBt. 
Die Spaltung des Oleins geht bei diesen Tieren ungestért vor sich. 
Dabei werden héhere und niedere Fettsduren resorbiert, allem Anschein 
nach bei gleichzeitiger St6érung der Fettsynthese. Dadurch kénnte es 
zu einer Cberschwemmung des Kérpers mit Fettsdiuren und_ intolge- 
dessen zu einer Azidose kommen. — Es sind allerdings auch andere 
Erklarungsméglichkeiten denkbar; die Frage wird weiter untersucht. 


Diskussion. 


Der Darm der Ratten ist zur Resorption von sehr groBen Mengen 
Fett fihig. In 6 Stunden wird von Olivenél etwa 1 g resorbiert. Diese 
lebhafte Resorption von Fett kann durch Monojodessigséure oder 
Phlorrhizin gehemmt werden. Die Hemmung ist nur in den ersten 8 bis 
10 Stunden vollstaéndig, zu einer Zeit, wenn beim normalen Tier bereits 
50° oder mehr der demselben eingegebenen Fettmenge resorbiert sind. 
Die Spaltung der Fette scheint dabei normal zu verlaufen und im Laufe 
von 24 bis 48 Stunden werden sie schlieBlich doch resorbiert. Es handelt 
sich um eine Verlangsamung der Resorption. Auch Glucose wird durch 
Monojodessigséure und Phlorrhizin in ihrer Resorption nicht vollstandig 
gehemmt, sondern nur verlangsamt. Dasselbe scheint der Fall beziiglich 
der Fette zu sein. Wenn die Annahme richtig ist, daB beide Gifte 
Phosphorylierungsprozesse in der Darmschleimhaut hemmen, so wiirde 
das so zu erklaren sein, da die Phosphorylierungsprozesse eine Be- 
schleunigung fiir die Fettresorption bedeuten. Genau dasselbe wurde 
nun sowohl beziiglich der Glucose — als hier auch beziiglich der Fett 
resorption bei Tieren nach Exstirpation der Nebennieren beobachtet. 
Auch die Fettresorption wird sehr wesentlich verlangsamt, ohne dal 
die Fettspaltung gestért ist. Andererseits zeigt sich, daB die Fett- 
synthese auch beziiglich der Entgiftung der resorbierten Fettsaéuren 
eine groBe Bedeutung hat. Fehlt diese Synthese, so kann es zu einer 
Uberschwemmung des Kérpers mit Fettsiuren kommen, die zu einer 
azidotischen Vergiftung fiihrt, die wahrscheinlich die Erklarung fiir 
die toxische Wirkung von Oleinfiitterung bei den nebennierenlosen 
Tieren ist. 

Zusammenfassung. 


1. Bei Ratten, deren Nebennieren 3 Tage vorher exstirpiert wurden, 


ist die Fettresorption sehr verlangsamt. In 6 bis 10 Stunden wird von 
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Olivend] gar nichts resorbiert. Die Tiere sterben dabei gewéhnlich 
nach 12 bis 24 Stunden. Wird Schmalz gefiittert. so tiberleben sie, 
aber auch davon wird nur ein Teil resorbiert. 

2. Auch bei direkter Injektion des Ols in den Darm abt 
sich die Resorptionshemmung bei den nebennierenlosen — Tieren 
nachweisen, 

3. Die Toxizitat von Olivenéd! bei den nebennierenlosen ‘Tieren 
erklart sich aus einer sehr groBen Empfindlichkeit dieser Tiere gegen 
organische Sauren. Citronen-, Ameisen- und Ascorbinséure wirken 
doppelt so toxisch wie am normalen ‘Tier. Es dirfte sich also auch bei 
der Wirkung von Ol um eine bei mangelnder Fettsynthese eintretende 
Fettsaurevergiftung handeln. 

4. Die bei Monojodessigséure- und Phlorrhizinvergiftung, sowie nach 
Nebennierenexstirpation ausfallenden Prozesse im = Darmschleimhaut- 
epithe] sind Beschleunigungsprozesse der Fettresorption. | Daneben 
werden sie natiirlich auch noch andere Bedeutung (Entgiftung, Bildung 
kérpereigener Stoffe) haben. 











Die Rolle von Diffusion und Schleimhautaktivitit bei der 
Resorption von verschiedenen Zuckern aus dem Darm. 
Von 
F. Verzar}. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 2. Dezember 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aus verschiedenen alteren und neueren Untersuchungen ging 
ubereinstimmend hervor, daB die Zucker aus dem Darm mit verschiedener 
Geschwindigkeit resorbiert und besonders Glucose (aber auch Galaktose) 
selektiv rasch aufgenommen werden®. Daraus wurde auf eine aktive 
Umwandlung der Glucose im Schleimhautepithel gefolgert®. Nachdem 
die Arbeiten von Macleod und Magee * die BeeinfluBbarkeit der Glucose- 
diffusion bei frischen iiberlebenden Darmen durch Warme und Phosphat 
nachgewiesen hatten, zeigten dann Arbeiten dieses Instituts (Wilbrandt 
und Laszt®), das es sich dabei um einen solchen Vorgang im Darm- 
schleimhautepithel handelt, der durch Monojodessigsaure gehemmt 
werden kann. Wir hielten diesen Vorgang deshalb fiir eine Phosphory- 
lierung. Fructose, Mannose, Xylose und Arabinose sind dieser Um- 
wandlung nicht unterworfen. Ebensowenig Sorbose® In den drei 
nachsten Arbeiten von Laszt werden weitere Beweise hierfiir gebracht. 

Auch Phlorrhizin wirkt, wohl auf demselben Wege, resorptionsverlang- 
samend auf die Glucose, nicht aber auf die anderen erwahnten Zucker, wie 
dann Lundsgaard’ sowie Wertheimer® fanden, und unlangst zeigte Abder- 
halden mit Effkemann® auch fiir Amygdalin, Arbutin und ahnliche Glucoside, 
daB sie die Phosphorylierung von Glucose in Muskelextrakten und wie 
Phlorrhizin die Riickresorption von Zucker in der Niere, ebenso wie auch 
die Resorption der Glucose aus dem Darm mehr oder weniger hemmen. 

Demnach werden Glucose und Galaktose deshalb selektiv  rasch 
resorbiert, weil sie einer Umwandlung, wahrscheinlich einer Phosphory- 


1 Anmerkung. Unter Mitwirkung von Frl. J. Bebler und Verwendung 
einiger Versuche von Frl. H. Katz, Dr. Wilbrandt und Dr. L. Laszt. 
2 M. Nagano, Pfliigers Arch. 90, 388, 1902; C.F. Cori, J. of biol. Chem. 66, 
691, 1925: D.W. Auchinachie, T. T. R. Macleod, H. E. Magee, J. of physiol. 
69, 208, 1930; W. Wilbrandt u. L. Laszt, diese Zeitschr. 259, 398, 1933. 


3 F. Verzar, Ergebn. d. Physiol. 32, 391, 1931. 1D. W. Auchinachie, 
T. 7. R. Macleod, H. BE. Magee, J. of physiol. 69, 208, 1930; 7.7. R. 
Macleod, H. E. Magee u. C. B. Purves, ebenda 70, 404, 1930. 5 W. Wil- 
brandt u. L. Laszt, diese Zeitschr. 258, 398, 1933. ® Siehe die nachste 
Arbeit von Verzdr u. Laszt. 7 BE. Lundsgaard, diese Zeitschr. 264, 221, 
1933. — 8 EB. Wertheimer, Pfliigers Arch. 223, 514, 1934. 9 KB. Abder- 


halden u. G. Effkemann, diese Zeitschr. 268, 460, 1934. 
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lierung, im Schleimhautepithel unterworfen sind, wahrend dies mit 
Mannose, Sorbose und den Pentosen Xylose und Arabinose nicht 
geschieht, die auch sonst im Stoffwechsel schlecht oder nicht verwertet 
werden. Durch diese Umwandlung wird fiir Glucose und Galaktose das 
Diffusionsgefalle vom Darmlumen in die Zellen bestandig erhéht, wo- 
durch das beschleunigte Eindringen erklarbar wird. Fructose steht 
zwischen beiden Gruppen: bei dieser kann man an eine im Darmlumen 
vor sich gehende Umwandlung in Glucose denken, wofiir Anhaltspunkte 
bestehen!, und dieser Zucker wiirde sich danach so wie Glucose benehmen. 

Js gibt nun einen Weg, um zu beweisen, daB fiir die Resorption ge- 
wisser Zucker ein derartiger aktiver ProzeB eine Rolle spielt, wahrend an- 
dere durch Diffusion aufgenommen werden. Wenn dieser spezifisch aktive 
Vorgang nur mit einer bestimmten Intensitét ablaufen kann, so wird 
die Menge der resorbierten Substanz unabhangig vom Angebot, d. h. 
auch von der Konzentration der eingegebenen Zuckerlésung sein. Wenn 
dagegen eine Substanz bzw. ein anderer Zucker einfach durch Diffusion 
aufgenommen wird, dann muB die GréBe der Resorption von dem so be- 
dingten Diffusionsgefalle abhangen, d. h. es wird um so mehr resorbiert, 
je konzentrierter die Lésung ist. Im folgenden wurde deshalb fiir sechs 
verschiedene Zucker die Abhangigkeit der resorbierten Menge von der 
Konzentration der in den Darm direkt injizierten Lésung untersucht. 

Cort und Cori? hatten gefunden, daB, wenn man Glucose in groBen 
Mengen per os gibt, von dieser stiindlich dieselbe Menge resorbiert wird, 


unabhangig von der gefiitterten Quantitat. Mit anderen Substanzen 
(nicht Zuckern) fanden sie keine solche GesetzmaBigkeit. Wagee und 


Reid® gaben ebenfalls sehr konzentrierte Glucoselésungen und fanden, 
da diese im Magen bis etwa 13,5 verdiinnt werden und da} dies die 
optimale Konzentration fiir die Resorption sei. Wir arbeiten nur mit ver- 
diinnteren Lésungen, weil bei jenen bereits starke Schleim- und Wasser- 
sekretion entstand. 


Methodik. 


Verwendet wurden weife, mannliche Ratten von 180 bis 200 g Koérper- 
gewicht, narkotisiert mit 1,2 mg Urethan pro g subcutan. 30 em des oberen 
Jejunums werden abgebunden, mit 0,85 % NaCl ausgewaschen und 1 Stunde 
gewartet. Dann wird die entsprechende Zuckermenge in 3 cem Aqua dest. 
gelést injiziert. Die Einstichstelle wird nochmals unterbunden, der Darm 
sorgfaltig zuriickgelegt und das Tier nach genau | Stunde getétet und der 
Darm herausgenommen. Der Inhalt der Schlinge wird mit Wasser aus- 


' Embden, Schmitz u. Wittenberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 210, 
1913; Isaak, ebenda 89, 78, 1913; Bollmann u. Mann, Amer. J. of Physiol. 
96, 684, 1931; G. EB. Burget, P. Moore u. R. Lloyd, ebenda 101, 565, 1932; 
W. W. Oppel, diese Zeitschr. 205, 31, 1929; 230, 269, 1930; L. Laszt, un- 


veroffentlichte Versuche. — 2 C.F. Cori, @G. 7. Cori u. H. L. Goltz, Proc. 
Soc. Exp. Biol. Med. 26, 433, 1929; C.F.Cori, Physiol. Rev. 11, 144, 
1931. — * H. EB. Magee u. £. Reid, J. of Physiol. 73, 163, 1931; s. auch 


D. N. Auchinachee, J.J. R. Macleod u. H. E. Magee, |. ¢. 
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gewaschen und der Zucker nach Bertrand bestimmt. 


19 


Die Menge des ein- 


gegebenen Zuckers variiert etwas, da die Lésungen jedesmal neu bestimmt 
wurden und die in der Spritze zuriickgebliebene Menge auch in Rechnung 


gebracht wurde. 


gleiche Versuchsbedingungen 


achten. 
In den Tabellen I 
bis VI sind die ent- 


sprechenden Versuche ein- 
zeln wiedergegeben. Dort, 
noch andere 


wo auch 


Versuche unseres Labo- 
die mit 
Methodik 


waren, 


ratoriums, der- 
selben 
fiihrt 


fiigung 


ausge- 
Ver- 


haben 


zur 
standen, 
wir auch diese verwendet, 
z. B. bei 
Xylose. 


und 2 


und 
Abb. 1 
Mittel- 


Zul- 


Glucose 
In den 
sind die 
werte — graphisch 


sammengestelit. 


Versuche. 


Die Resorption von 


Glucose und Galaktose ist 
unabhangig von der 


Konzentration der Lésung 
bzw. wieviel mg Zucker 
in den 3 ccm injizierter 
Fliissigkeit 
werden. Sie werden immer 


eingegeben 
in nahezu der gleichen 
Menge resorbiert, namlich 
von Glucose 120 bis 144mg 
und Galaktose 90 
bis 115mg pro Stunde 
(Abb. 1). 

lich kann 
mit weniger als 3°/) Zucker, 
die also in 3 cem weniger 


von 


Selbstverstand- 
bei Lésungen 


als diese Mengen  ent- 
halten, das nicht mehr 


untersucht werden, denn 


Bei solehen Resorptionsversuchen hat man besonders auf 


und mdéglichst einheitliches Tiermaterial zu 
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Abb. 1. 
Verhiltnis von Konzentration bzw. eingegebener 
Menge zur Menge resorbierter Zucker. 
a) Glucose, b) Galaktose, ¢) Fructose, d) Xylose, 
e) Sorbose, f) Mannose. 
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Abb. 2 
Verhiltnis von Konzentration zu prozentualer 
Resorption von Zuckern. 
a) Glucose, b) Galaktose, ¢) Fructose, d) Xylose, 
e) Sorbose, f) Mannose. 
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Rolle von Diffusion usw. bei der Resorption von Zuckern. 


in dieser Versuchszeit wird alles 
resorbiert. 
Gesetzmaibigkeit fiir die Konzen- 
tration von 5,4°%, (162 mg) bis 
etwa 12% (360 mg), also sowohl 


Dagegen gilt diese 


fiir iso- wie hypertonische 
Lésungen. Bei noch héheren 
Konzentrationen sind Ab- 
weichungen nach oben bzw. bei 
Galaktose Abweichungen nach 
unten zu sehen, die wahrschein- 
lich als Stérungen  betrachtet 
werden miissen, welche durch die 
starke Anisotonie bedingt sind. 
Es sei aber hervorgehoben, dal 
auch hier, so wie bei Magee und 
Reid (1. ¢.) Glucose am starksten 
in der gréBten Konzentration von 
13,5°, resorbiert wurde. Dabei 
wurde aber auBerordentlich viel 
Wasser und Schleim in den 
Darm sekretiert und noch héhere 
Konzentrationen kénnen deshalb 
in den Darm gar nicht mehr 
injiziert werden. 

Berechnet man die Prozente 
des resorbierten Zuckers, so wird 
um so weniger resorbiert, je kon- 
zentrierter die Lésung ist; dies 
geht klar aus der Abb. 2. her- 
vor. 

Sorbose und Mannose, zwei 
im Korper kaum_ verwendete 
Hexosen, zeigen ein vollstandig 
Verhalten. Je 
groBer die Konzentration, desto 


verschiedenes 


mehr wird resorbiert. Diese Ge- 
setzmaBigkeit gilt zwischen 3- 
bis 13° igen Lésungen, mit 80 
bis 400 mg Zucker in 3 ccm, also 
sowohl fiir hypo- wie hyper- 
Die’ Menge 
des resorbierten Zuckers  steigt 


tonische Lésungen. 


(1 Stunde resorbiert). 


Galaktose 
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Tabelle III. Fructose. 
2,7 9/9 3,9 9/9 5,5 %Cp 
Nr. : ee OuNenag? Nr. - ; ’ Nr. ies gg eg 
des einge- resor- | resor- des einge-  resor-_—_resor- des einge- resor- — resor- 
Tieres | geben _ biert biert ‘Tjeres | geben biert biert ‘tjeres | geben biert biert 
mg mg 0/5 mg mg 0/6 mg mg 0/9 
107 78,5 | 26,5 | 33,7 94 126.0 420 333 86 165,09 50,0 | 30.3 
108 78,5 | 18,5 | 23,7 95 126,0 | 52,0 41,5 93 160,0 42,0 | 33,3 
147 79 41,0 51,8 265 114 66,1 57,9 151 165,0 , 48,2 29,2 
148 79 51,4 65,0 266 118,88 41,3 34,7 152 165.0 56,2 | 34,0 
149 79 42.6 53,9 267 118,8 | 29,9 | 25,1 155 165,0 | 71,4 | 43,2 
150 79 51,4 65,0 272 111,0 | 31,0 , 28,8 157 165,09 | 46,6 28,2 
153 82,5 36,9 44,7 273 111,0 | 47,3 | 42,7 
154 82,5 53,7 | 65,0 
156 82,5 53.1 | 64,3 / 
158 82.5 53,3 | 64,6 
Mittel: | 80,3 428 | 532 117,9 | 44,2 | 37,7 164,1 | 52,4 | 33,0 


mit der Konzentration nahezu linear an (Abb. 1). Die prozentuale 
Menge des resorbierten Zuckers bleibt konstant (Abb. 2), d. h. es werden 
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immer nur 20 bis 25°. des eingegebenen Zuckers resorbiert, unabhangig 
von der Konzentration. 

Fiir die Pentose X ylose gilt genau dasselbe. Die resorbierte Menge 
steigt linear mit der Konzentration an, ist aber prozentual bei jeder 
Konzentration dieselbe. 

Kine Mittelstellung nimmt die Fructose ein. Sie zeigt zwischen 
3 bis 69 ein Verhalten ahnlich der Glucose und Galaktose. Bei jeder 
Konzentration wird immer dieselbe Menge, 50 mg pro Stunde, resorbiert. 
Oberhalb 6%, bis 13°, wird aber um so mehr resorbiert, je konzentrierter 
die Lésung ist, ein Verhalten, das also ahnlich jenem der nicht assimilier- 
baren Zucker ist. Fructose nimmt auch insofern eine Mittelstellung ein, 
als von ihr bei niedrigen Konzentrationen etwa doppelt soviel wie von 
Mannose, Sorbose und Xylose, aber bedeutend weniger als von Glucose 
und Galaktose resorbiert wird. 


Diskussion. 

Vergleicht man (Tabelle VII) diese Ergebnisse mit den Werten 
der relativen Resorption von blutisotonischen Lésungen dieser Zucker, 
wie sie von Cort und mit unserer Methodik von Wilbrandt und Laszt 
gefunden wurden, so erhalt man dieselbe Reihenfolge. An der Spitze 
stehen Galaktose (110) und Glucose (100), gleich niedrig liegen die Resorp- 
tionswerte fiir Mannose (33), Sorbose (30) und Xylose (30), wahrend 
Fructose (44) in der Mitte steht. D.h. also, daB jene Zucker, die in 
blutisotonischen Lésungen selektiv rasch resorbiert werden (Glucose 
und Galaktose), dieselben sind, fiir die das Gesetz gilt, daB von ihnen in 
jeder Konzentration dieselbe Menge resorbiert wird. Jene Zucker dagegen, 
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(1 Stunde resorbiert.) 








Nr. 
des 
Tieres 


81 
82 
85 
89 
91 
92 


8 %> 10,6 9 9 12.8 
‘ : Nr. , Nr - 
einge- resor- resor- des einge- resor- resor- des einge- resor- resor- 
geben biert biert = Tieres geben biert biert Tieres geben biert biert 
mg mg 0’ mg mg le mg mg 0/, 
236.0 86,0 36,4 80 3120 1980 346) 78 3800 1200 31.5 
236,0 82,0 34,7 84 3200 980 306 79 380,0 120.0 31,5 


254.0 76,0 29,9 88 3829.0 1160 3862 83 384.0 94.0 24.4 
238.0 86.0 36.1 105 = 320.0 98.0 30.6 87 396.0 136.0 343 
238.0 62.0 26.0 196 = 820.0 90,0 28,1 9) 384.0 124.0 32,2 
238.0 580 24,2 


240.0 75,0 | 31,2 318.4 102,0 30,0 384,8 | 1188 30,8 


von denen in blutisotonischer Lésung nur etwa der dritte bis vierte Teil 
der vorigen resorbiert wird (Mannose, Sorbose, Xylose) sind jene, 
von denen um so mehr resorbiert wird, je konzentrierter die Lésung ist, die 
also rein osmotischen Gesetzon entsprechend resorbiert werden. 


Kin weiterer Punkt von Interesse ist, daB jene Zucker (Glucose 
und Galaktose), welche durch Monojodessigsiure (und Phlorrhizin) 
an der Resorption gehemmt werden, eine von der Konzentration un- 
abhangige, konstante Resorptionsmenge besitzen, wahrend jene, welche 
von diesen Giften nicht beeinfluBt werden, dieselben sind, die osmoti- 
schen Gesetzen entsprechend resorbiert werden, namlich um so mehr, 
je konzentrierter die Lésung ist. 


Die Fructose steht in jeder Beziehung in der Mitte, sie wird in 
blutisotonischer Lésung schlechter resorbiert als Glucose und Galaktose, 
aber besser als die anderen Zucker. 


Die Erklarung fiir diese Mittelstellung der Fructose ist wohl, dab 
sie besonders in den verdiinnten Lésungen im Darm in Glucose iibergeht 
und nun so wie diese resorbiert wird. Die Transformation verlauft 
jedoch nicht rasch genug, um in konzentrierteren Lésungen alles zur 
Umwandlung zu bringen, und so tritt sie teilweise unverandert durch 
reine Diffusion in die BlutgefaBe. (Das weitere Schicksal dieser nicht 
transformierten Zucker im Ké6rper diskutieren wir hier nicht.) 


Aus der Tatsache, da} die assimilierbaren Zucker bei jeder Kon- 
zentration in konstanter Menge aufgenommen werden, folgern wir auf 
einen aktiven Zellvorgang, der nicht tiber ein gewisses Mal erhoht 
werden kann und den wir wegen seiner typischen Hemmbarkeit durch 


Monojodessigsaure usw. fiir eine Phosphorylierung halten, deren ,,Zweck* 
es ist, das Diffusionsgefalle fiir diese Zucker bestandig zu erhéhen. 
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berechtigt, dafS dann die Resorption auch von diesen Zuckern nur 
mittels Diffusion vor sich geht. Die Vergiftung hat den Aktivitats- 
vorgang vernichtet. Der rein physikalische Diffusionsvorgang bleibt 
aber weiter bestehen. 

SchlieBlich kann noch das folgende festgestellt werden: Glucose 
und Galaktose, die beiden Zucker, die durch aktive Funktion der 
Darmschleimhaut selektiv resorbiert werden, sind die auch = sonst 
assimilierbaren Zucker. Glucose ist in allen, Galaktose mindestens in 
gewissen Zellen standig vorhanden. Dagegen sind Mannose, Sorbose, 
Xylose, Arabinose mehr oder weniger schlecht oder gar nicht assimilier- 
bare ‘Zucker, wahrend Fructose beziiglich Assimilierbarkeit wieder in 
der Mitte steht. Man wird daraus folgern diirfen, daB zwischen jenem 
ProzeB, der die selektive Resorbierbarkeit einerseits und die Assimilier- 
barkeit andererseits bedingt, enge Zusammenhange bestehen miissen. 
Man geht wohl kaum fehl, wenn man annimmt, daB in beiden Fallen 
Phosphorylierungsprozesse die wesentliche Rolle spielen. In diesem 
Zusammenhang wird die Tatsache verstandlich, daB auch innersekreto- 
rische Wirkungen sowohl beziiglich Assimilierbarkeit wie Resorption 
parallel gehen, namlich die Wirkung der Nebennieren auf Glucose-, 
nicht aber auf Xyloseresorption!. 

Tabelle VII zeigt diese hier besprochenen Verhaltnisse tibersichtlich. 
Die Abhangigkeit der ResorptionsgréBe von der Konzentration ver- 
schiedener Zucker hat also bewiesen, dal} assimilierbare Zucker durch 
einen selektiv-aktiven ProzeB, nicht assimilierbare dagegen durch reine 
Diffusion resorbiert werden. 


Zusammenfassung. 

1. Von Glucose und Galaktose wird in derselben Zeit bei jeder 
Konzentration immer die gleiche Menge resorbiert. 

2. Von Mannose, Sorbose und Xylose wird dagegen um so mehr 
resorbiert, je konzentrierter die eingegebene Lésung ist (Abb. 1). 

3. Fructose liegt in der Mitte. 

4. Prozentua] wird von Glucose und Galaktose um so weniger 
resorbiert, je konzentrierter die Lésung ist, von den anderen Zuckern 
aber bei jeder Konzentration prozentual die gleiche Menge (Abb. 2). 

5. Damit ist bewiesen, daB die Resorption von Glucose und Galak- 
tose durch aktive Zellprozesse zustande kommt, wahrend die anderen 
Zucker durch reine Diffusion resorbiert werden. Die Resorption von 
Fructose wird durch ihre Umwandlung im Darm kompliziert. 


1 W. Wilbrandt u. L. Lengyel, diese Zeitschr. 267, 204, 1933. 








Die Resorption aus dem Darm yon isotonischen Lésungen von 
Glucose und Sorbose, verglichen mit der von Natriumsulfat. 
Von 
F. Verzar und L, Laszt. 

(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Basel.) 
(Eingegangen am 2. Dezember 1934.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Nachdem aus verschiedenen Untersuchungen mit Sicherheit 
hervorgegangen war, dal Glucose selektiv rasch aus dem Darm ver- 
schwindet, war es von Interesse zu untersuchen, inwiefern die Resorp- 
tionsgeschwindigkeit die Diffusionsgeschwindigkeit iibersteigt. | Wir 
vergleichen die Resorptionsgeschwindigkeit isotonischer Lésungen von 
Glucose mit der entsprechender Lésungen von Na,SO,. Durch eine 
Pergamentmembran (Schleicher & Schill Nr. 579) diffundieren diese 
mit nahezu gleicher Geschwindigkeit. Im lebenden Darm ist es aber 
anders. 

Von den Sulfaten liest man allgemein, daB sie besonders langsam 
resorbiert werden. Diese langsame Resorbierbarkeit soll auch die 
Erklarung dafiir sein, daB sie als Abftthrmittel wirken. Von Héber! wird 
angegeben, da aus isotonischen Lésungen Traubenzucker aus dem 
Darm rascher resorbiert wird als Magnesiumsulfat. Dabei hat Magnesium- 
sulfat ein etwas geringeres Molekulargewicht (Glucose 180, MgSO, 120) 
und sollte deshalb eher rascher resorbiert werden. 

Die langsame Resorption von Sulfaten wird verschieden  erklart. 
Einmal so, daB sie kolloidale Verbindungen bilden und dadurch die Membran 
verdichten; dann so, daB sie mit Calcium wasserunlésliche Verbindungen 
geben. Mit einer Membranverdichtung ist die langsame Resorption jedoch 
nicht zu erklaren, wie schon die Versuche von Anaffl-Lenz und Nogaki? 
zeigten. Wallace und Cushny® erklirten die langsame Resorption von 
Sulfaten damit, da diese mit Calcium wenig wasserlésliche Verbindungen 
bilden, die schlecht diffusibel sind. 

Ks scheint, daB eine bestandige Quelle der MiBverstandnisse bei 
der Erforschung dieser Frage die war, daB Glucose zum Vergleich 
herangezogen wurde, gerade jener Zucker, fiir dessen Resorption aus 
dem Darm ganz besondere Verhaltnisse vorliegen. Hat man mit diesem 
verglichen, so fand man, daB isotonische Lésungen anderer Substanzen 
langsamer resorbiert werden. Dies beruht aber gar nicht auf der Eigen- 


' R. Hober, Pfliigers Arch. 74, 246, 1899. — ? E. Knaffl-Lenz u. 
S. Nogaki, Arch. f. exper. Pathol. 105, 109, 1925. 3 Wallace u. Cushny, 
Pfliigers Arch. 77, 702, 1899. 
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schaft der Salze, sondern auf einer spezifisch raschen Resorption des 
Vergleichsobjektes, der Glucose, woran schon Hdber (|. ¢.) gedacht hat. 

Zum weiteren Vergleich wird deshalb in einem spateren Teil eine 
andere Hexose (Sorbose) untersucht, fiir welche keine selektiv rasche 
Resorption wie fiir Glucose besteht. 


Versuche. 

Das Molekulargewicht der Glucose (180) ist etwas héher als das 
von Na SO, (142). Zum Vergleich werden aber natiirlich nicht aqui- 
molare, sondern isotonische Lésungen benutzt. Eine solche ist eine 
5,5°jige Glucose- und eine 1,9°,ige Na,SO,-Lésung. Beide sind ferner 
isotonisch mit dem Blutserum der Sauger bzw. einer physiologischen 
0,85° igen NaCl-Lésung!?. 

Im Anhang ist die Diffusion von Glucose und Na,SO, durch nicht 
lebende Membranen gepriift. Wir nehmen hier das Resultat dieser Ver- 
suche vorweg: aus isotonischen Lésungen diffundiert bei Anwendung 
der verschiedensten nichtlebenden Membranen das Na,SO, rascher 
als Glucose. 

Ganz anders liegen die Verhaltnisse jedoch im lebenden Darm, 
wie sich aus den folgenden Versuchen ergibt. 


Erste Versuchsreihe. 
Zuerst wurde gepriift, wie sich im lebenden Tier die Resorption 
aus dem Darm verhalt, wenn man in eine abgebundene Darmschlinge 
isotonische Lésungen von Glucose und Natriumsulfat  bringt. 


Wir sind zuerst so vorgegangen, daB wir bei Kaninchen den Darm 
am Pylorus und am Dickdarm unterbanden. Die Liinge des abgebundenen 
Darms war 140 bis 160 em. Die Tiere hatten ein Gewicht von 2660 bis 
2750 g. Sie hungerten vor dem Versuch 48 Stunden. Zum Versuch erhielten 
sie 0,7 cem Numal intravenés. In den Darm wurde mittels einer Pravaz- 
spritze ein Gemisch bestehend aus 10 ccm isotonische Glucoselésung (550 mg 
Glucose in destilliertem Wasser) und 10 cem isotonische Natriumsulfat- 
lésung (190 mg Na,SO, in destilliertem Wasser) injiziert. Beide Lésungen 
und also auch ihr Gemisch sind isotonisch. In jedes Tier wurde nur eine 
Injektion gemacht und das Tier nach einer bestimmten Zeit, welche zwischen 
30 und 240 Minuten lag, durch intrakardiale Chloroforminjektion getétet. 
Dann wurde der Darm vom Mesenterium abgeschnitten, mit destilliertem 
Wasser wiederholt ausgewaschen, der Inhalt filtriert und analysiert. 

Zur Bestimmung des Zuckers wurde die Methode von Bertrand benutzt 
und immer Doppelanalysen ausgefiihrt, welche gute Ubereinstimmung 
zeigten. Zur Sulfatbestimmung haben wir in friiheren Versuchen das 
Sulfat ausgefallt und im Platintiegel gegliiht, in spéiteren Versuchen wurde 
es nach der Fallung dureh einen Gooch-Tiegel filtriert und darin gewoyen. 


' oS. Landolt- Bornstein, Tabelle 2, S. 1129. 
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Die Versuchsresultate sind in der Tabelle I zusammengestellt 
(Versuche 7 bis 23). 
Tabelle LI. 





Versuchs- Dauner Glucose Nay SO, In der 
tan Linge des : . -—— - Schleim- 
Ware benutzten a fe ees ,, |Wieder-|_ _ !!haut ge- 
; : Darmstiiekes Injl- | gefun- Tesor INjI- | gefun- TeSOl fundenes 
Reihe Nr. Suchs ziert den biert ziert den biert Nay S04 
Min. em mg | mg mg mg mg mg mg 
1 7 30  ganzerDarm 280 | 104 176 90 58,5 31,5 
8 60 163 552 102 = 450 190 91.2 97,8 
g 90 = ganzer Darm. 551 41 510 189 71 118 
10 120 n m 550 0 550 191 53-188 
11 120 140 551 125 426 190 51 127 12 
12 || 150 170 550 26,7 | 521,38 || 189 | 37 [138 14 
13 160 160 550 17,7 532.3 | 189 21 168 
14 180 150 550 0 550 190 | 23 (156 11 
15 240 150 551 0 5d1 189 21,5 167,5 
20 60 140 550 | 117 433 190 91,7 98,3 
21 90 150 550) 105 445 190 75,8 114,2 
23 120 160 550 50 500 190 54 136,0 
2 24 60 70 550 340-210 190 147,5 42,5 
25 60 70 550 | 848 = 202 190 148.0 41,1 
26 90 70 550 | 262,7 287,38 190 1344 55,6 
27 G0 70 550 | 239,9 310,1 | 190 | 130,383 59,7 
98 | 120) 70 550 «159.9 890,14 190 121.9 68,1 
29 120 70 550 | 118,38 481,7' 190 | 117.8 | 72,2 
30. 150 70 550 99,1 450.9. 190 108.7 81,3 
3 38 60 70 550 = 845,.0 205 - -— — 
39 60 70 550 | 838,0 212 _ — —_ 
40 69 70 — — ~ 199 145.0 45,0 
41 60 70 —_— ae —_- 190 | 141,7 48,3 


Zweite Versuchsreihe. 


Auber diesen zw6lf Versuchen, bei welchen die ganzen Diinndarme 
benutzt worden sind, wurde noch eine zweite Serie von Versuchen 
ausgefiihrt. Zu diesen Versuchen sind weitere sieben Tiere benutzt 
worden (Versuche 24 bis 30). Die Methodik war dieselbe wie in der 
vorigen Versuchsreihe, jedoch mit dem Unterschied, daB immer genau 
gleich lange Diinndarmstiicke gewahlt wurden, was sehr wichtig er- 
scheint, wenn man unter gleichen Verhaltnissen miteinander vergleich- 
bare Resultate erhalten will. Hierzu wurde 2 cm unterhalb des Pylorus 
der Diinndarm unterbunden und ein genau 70cm langes Stiick ab- 
gemessen und dort zum zweitenmal unterbunden. 

Sowohl aus der ersten wie aus der zweiten Versuchsreihe geht 
hervor, daB aus der isotonischen Lésung von Glucose viel mehr resorbiert 
wird als von den entsprechenden Natriumsulfatlésungen. Dieses Resultat 
ist auBer in den Tabellen in Abb. 1 und 2 dargestellt, wo der zeitliche 
Ablauf der Resorption aus den einzelnen Versuchen zusammengestellt ist. 
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Resorption isotonischer Lésungen von Glucose usw. aus dem Darm. 


die Unterschiede in’ der 


Man kann 
noch deutlicher machen, wenn man die Zeiten vergleicht, nach welchen 
die Halfte der eingegebenen Substanz resorbiert ist. Diese ,, Halbzeiten™ 
sind in den Abbildungen durch einen Strich angegeben. Sie zeigen, dab 


{esorptionsgeschwindigkeit 


der Traubenzucker rascher resorbiert wird als das Sulfat, das langer 
liegen bleibt. Andererseits besteht aber gar keine Ursache zu behaupten, 
das Sulfat werde nicht resorbiert. Im Laufe von 6 Stunden sind die 

eingegebenen Mengen fast ganz 























Foe ee MENS me aus dem Darm verschwunden, 
mg | wie aus Abb. 1 hervorgeht. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Resorption aus ganzem Kaninchendarm von blut- 
I g 


Resorption aus abgebundenem 





Kaninchendarm von blutisotonischen 
Glucose- und Nay SO,-Lésungen 


isotonischen Glucose- und Na S O,-Losungen. 
Dritte Versuchsreihe. 
Ks ergab sich nun die Frage, ob im lebenden Tier durch die Zugabe 
Sulfats 
vermindert wird, bzw. ob umgekehrt nicht der Zucker die Resorptions- 
geschwindigkeit fiir das Natriumsulfat beeinfluBt. Fiir diese Versuche 
sind wir deshalb so vorgegangen, daB, nach der in der zweiten Versuchs- 
reihe benutzten Methodik, in den Versuchen 38 und 39 ein genau 70 cm 


des nicht auch die Resorptionsgeschwindigkeit fiir Glucose 


langes Darmstiick genommen wurde und in dieses 10 cem einer isotoni- 
schen Glucoselésung mit einem Gehalt von 550 mg in destilliertem 
Wasser, und in Versuchen 40 und 41 10 cem isotonische Sulfatl6sung 


enthaltend 190 mg Na,SO, gegeben wurde. 


4 

Die Tabelle I enthalt die diesbeziiglichen vier Versuche (Versuche 38 
bis 41), welche klar zeigen, daB bei 60 Minuten Versuchsdauer dic 
resorbierten Mengen genau dieselben sind, sowohl fiir Glucose allein, 
als auch fiir das Na,SO, allein, wie wenn die beiden zusammen ein- 
gegeben werden. Zum Vergleich dienen Versuche 24 und 25 der vorigen 
diese Versuche Parallelversuche 


Versuchsreihe, welchen 


bilden. 


zu genaue 


Das Resultat dieser Versuchsreihen ist also, daB aus einem 
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Gemisch von Na,SO, und Glucose beide Substanzen mit derselben 
Geschwindigkeit resorbiert werden, als wenn sie allein vorhanden sind. 
Ks sei hier schon bemerkt, daB dieses Resultat gegen die Annahme 
spricht, daB durch das Sulfat eventuell eine verdichtende Wirkung 
auf die resorbierende Membran zustande kommt, denn dann miibte 
auch der Zucker langsamer resorbiert werden als ohne Sulfat. 


Vierte Versuchsreihe. 

Wir hatten also gefunden, daB im lebenden Tier aus isotonischen 
Lésungen von Glucose und Na, SO, letzteres langsamer resorbiert wird. 
Es sollte nun untersucht werden, ob der Nachweis dieser Resorptions- 
verlangsamung auch in iiberlebenden Darmen gelingt. 


Zu diesen Versuchen sind wir nach der Methode von Macleod und 
Magee! vorgegangen. Das Kaninchen hungerte vor dem Versuch 38 bis 
48 Stunden. Dann wurde es durch Kopfschlag getétet. Der Diinndarm 
wurde sogleich vom Mesenterium abgelést und in 38°C Tyrodelosung 
gelegt. Dann wurde er in 15 em lange Stiicke zerschnitten; das untere Ende 
dieser Stiicke wurde doppelt unterbunden; in das obere Ende wurde eine 
Glaskaniile eingebunden. Nun kam der Darm in ein Glasgefa mit einem 
Inhalt von 70 ccm Tyrodelésung ohne Glucose. Das Innere des Darms 
wird dureh die Glaskaniile mit 4 oder 5 cem Lésung gefiillt. In einer Versuchs- 
reihe wurde diese Lésung hergestellt aus gleichen Mengen einer isotonischen 
Glucoselésung und einer Tyrodel6sung ohne Glucose. In anderen Versuchen 
kam in das Innere des Darms eine Lésung, die zur Halfte aus einer isotoni- 
schen Glucoselésung und zur Hialfte aus einer isotonischen Na, SO,-Léosunz 
bestand. 

In der Tabelle II sind die absoluten Mengen von Glucose und Sulfat 
angegeben, welche in das Innere des Darms gebracht wurden. Die Diarme 
befanden sich wahrend der ganzen Zeit in sauerstoffdurchperlter Tyrode- 
losung ohne Zucker in Magnusschen GefaBen. Die Versuchsdauer betrug 
30 bis 90 Minuten. Nach den Befunden von Magee usw. kann man nur 
bei einer Versuchsdauer von 30 Minuten die Darmschleimhaut fiir lebend 
betrachten. Es ist ferner bei diesen Versuchen immer wichtig, wie weit 
das Darmstiick vom Pylorus entfernt ist, denn verschieden weit entfernte 
Darmstiicke sind beziiglich ihrer Resorptionsgeschwindigkeit nicht gleich- 
wertig. Besonders beim Benutzen von weit voneinander entfernten Darm- 
stiicken muf man beim Vergleich der Resultate hierauf sehr achten. 

In vielen Versuchen wurde am Ende des Versuchs die Glucose- und 
Sulfatmenge, sowohl innen wie auBen bestimmt. In anderen Versuchen 
begniigten wir uns nur mit einer Bestimmung in der AuSenfliissigkeit. 
In einzelnen Versuchen wurde am Ende noch die Schleimhaut abgestrichen 
und auch hierin eine Sulfatanalyse gemacht. 

Die Bestimmung des Zuckers geschah nach der Methode von Bertrand. 
Die Sulfatbestimmungen wurden in Versuchen 42 bis 57 durch Verbrennung 
im Platintiegel und in den Versuchen 58 bis 63 durch Wagung im Cooch- 
Tiegel ausgefiihrt, so wie oben beschrieben. 


1 Macleod, Auchinachie u. Magee, J. of Physiol. 68, 67, 1929. 








Tabelle IT. 
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lucose usw. aus dem Darm. 
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Die Resultate sind in der Tabelle Il zusammengestellt. Ferner ist 
in der Abb. 3 die Diffusion von Glucose und Na,SQO, aus dem isolierten 
Kaninchendarm nach den Mittelwerten auch graphisch dargestellt. 


Es zeigt sich, daB regelmaBig das Sulfat dem Zucker voraneilt, 
also gerade umgekehrt wie im lebenden Tier. Das geht schon aus den 
Prozentwerten hervor, die zeigen, daB in jedem Zeitmoment prozentual 

mehr Sulfat als Dextrose in der AuBen- 














30 [eae a . ” ey 
% NapS0, fliissigke it vor hande n ist. Fre ilic h 
2 k6nnen diese Diffusionsversuche nicht 
E 20 8 ' 
a solange durchgefiihrt werden, wie am 
s TE . ; a ‘ 
& ee lebenden Tier, weil, wie erwahnt, die 
S 0 : 
Dairme bald absterben. 
Dieses Resultat, das aus isoto- 
0 30’ 60' ; . ” ' : 
ee ad nischen Lésungen das Sulfat nicht 
ADD. 6. . 
Watchin ian Meiiemiieaiin Mines nur nicht langsamer, sondern rascher 
cose- und NagSO,4-Lisungen diffundiert. steht also im Gegensatz zu 
durch tiberlebenden Kaninchen- . paar . 
darm in Prozent der Menge. den Versuchen am lebenden Tier. Es 


zeigt, daB wir es hier nicht mehr mit 
den natiirlichen Verhaltnissen zu tun haben, sondern mit solchen, 
die der rein physikalischen Diffusion durch nicht lebende Membranen 
entsprechen. 
Fuinfte Versuchsrethe. 

Resorptionsversuche am isolierten tiberlebenden Darm ohne Sulfat- 
zusatz. Diese Versuchsreihe ist als Parallele zu der Versuchsreihe 4 zu 
betrachten. Bei fiinf Versuchen ist angegeben, zu welchen Versuchen sie 
als Parallelversuche (am selben Tier) dienten. Im allgemeinen geht aus 
diesen Versuchen hervor, daB die Diffusionsgeschwindigkeiten in diesen 
Darmen fiir Glucose nicht gleich sind mit jenen der vierten Versuchs- 
reihe,, wenn Sulfat hinzugesetzt ist. Unter dem EinfluB des Sulfats 
laBt sich eine Verlangsamung der Zuckerresorption nachweisen. Das 
steht im Gegensatz zu dem, was wir in Versuchsreihe 1 und 2 beziiglich 
der Resorption des Zuckers am ganzen Tier gefunden haben. Dort war, 
wie erwahnt, und wie speziell aus der Versuchsreihe 3 hervorgeht, die 
Resorption des Zuckers innerhalb 60 Minuten nicht schlechter bei 
Zusatz von Sulfat als ohne dieses. Das zeigt ein Vergleich der Versuche 24 
und 25 (mit Sulfat) mit Versuchen 38 und 39 (205, 212 mg). 


Die Versuche am sogenannten ,,iiberlebenden Darm* haben also 
wesentliche Unterschiede gegeniiber dem normalen Darm gezeigt. Die 
langsamere Diffusion des Sulfats gegeniiber der Glucose fehlt hier, und 
ferner zeigt sich, dal} die Glucose unter dem Einflu8 des Sulfats 
langsamer diffundiert. Es ist merkwiirdig, dal nach den Versuchen 
von Macleod, Magee und Auchinachie (1. c.) der tiberlebende Darm beim 
Vergleich von Dextrose und Xylose sich noch wie ein lebender Darm 


= 





, 
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Tabelle III. 





Dextrose 
; Untersucht Dauer auton |i Parallele 
Ver- || Tier ee nach des wieder- 2u 
such rétung des Ver- In- gefunden | Versuch Bemerkungen 
Tieres suchs __jektion | . 
| (diffundiert) 
Nr. Nr. Min. Min. mg mg J, Nr. 
55 || VI 5 30 187.5 14,1 10,5 — Halbisotonisch Tyrode 
:: r und Glucose 5 cem 
56 | VI i 30 | 1875 15,5 11,8) — — Dasselbe 
57 || VI 35 30 137.5 15,0 10,9 — . 
79 Vill 5 30 162,0 17,0 10,5 75 Halbisotonisch Tyrode 
und Glucose 6 ¢em 
81 IV 5 30 137,5 23.0 16,7 64 Halbisotonisch Tyrode 
} und Glucose 5 eem 
82 IV 30 60 137;5 | 31,0 | 22,6 65 Dasselbe 
85 VII 5 30 137.5 18,8 13,7 68 ‘ 
86 sOVIT 35 30 137,5 17,0 12,4 69 * 


Mittel: 12,3 


benommen hat. Beziiglich Na,SO, ist jedoch in unseren Versuchen 
das nicht mehr der Fall gewesen. 


Sechste Versuchsrethe. 

Hemmung der Dextroseresorption durch Monojodessigsdure. Aus 
Untersuchungen von Wilbrandt und Laszt! war hervorgegangen, dab 
die Bevorzugung der Dextrose bei der Resorption gegeniiber anderen 
Zuckern in spezifischer Weise durch Monojodessigsiure gehemmt 
werden kann. Ohne daB wir hier darauf eingehen, was die Ursache 
dieser Bevorzugung der Dextrose ist, sei hier nur darauf hingewiesen, 
da es wahrscheinlich erscheint, daB wir hier eine synthetische Funktion 
des Epithels hemmen. Es lag deshalb der Gedanke nahe, daB auch die 
Bevorzugung der Dextrose gegeniiber dem Sulfat durch diesen vitalen 
ProzeB des Epithels bedingt sei. Deshalb wurde untersucht, ob es 
moéglich ist, die Differenz in der Resorptionsgeschwindigkeit zwischen 
einer blutisotonischen Glucoselésung und einer ebenfalls blutisotonischen 
Na,SO,-Lésung dadurch zum Verschwinden zu bringen, daB das Tier 
mit Monojodessigsiure vergiftet wurde. 

Es wurden zu diesen Versuchen Ratten benutzt, und zwar wurde bei 
diesen ein 60 em langes Diinndarmstiick abgemessen und mit Tyrodelésung 
ausgewaschen. Die Tiere waren mit 12 mg Urethan (1 cem 25°, subeutan) 
narkotisiert. Der Darm wurde dann mit 6cem Fliissigkeit, enthaltend 
165 mg Dextrose und 57mg Na,SO, gefiillt. Nach 1 Stunde wurde das 
Tier getétet und der Darm ausgewaschen, und die Fliissigkeit auf ihren 
Gehalt an Dextrose und Sulfat analysiert. Die Tabelle IV stellt bei drei 
Tieren mit Vergiftung mit Monojodessigsiure und bei drei Versuchstieren 
ohne Monojodessigsiure die Prozentwerte der resorbierten Dextrose und 


1 W. Wilbrandt u. L. Laszt, diese Zeitschr. 259, 398, 1933. 
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Na, SO, zusammen. Die Monojodessigsiure wurde 2 Stunden vor dem 

Resorptionsversuch in 10° iger Lésung subeutan in Dosen von 0,12 bis 

0,16 mg pro g Tier gegeben. ~ 
Tabelle LV. 





Vergiftet 


Ge- Resorbiert Ge- it Resorbiert 
Ver- | wiecht | Ohne CT Ver-  wicht Mentied 
suck des Ver- ; we such des assig- — 
Tieres giftung Dextrose Na, SO, Tieres unre Dextrose Na,SO, 

Nr. g 0/5 9/9 Nr. g mg 5 9/5 
101.210 92,7 13.5 102. 190 0,14 18,0 14,1 
103 145 _— 90,0 12,6 104-150 0,14 18,3 13,5 
105 140 15,¢ 15,2 106-145 0,16 22,1 14,9 

Mittel: 86,8 13,8 Mittel : 19,5 14,2 


Ks zeigt sich, daB bei normalen unvergifteten Ratten unter diesen 
Versuchsbedingungen in der gleichen Zeit etwa sechsmal soviel Glucose 
als Sulfat resorbiert wird. Wie aus der Tabelle IV ferner hervorgeht, 
wird durch eine Allgemeinvergiftung mit Monojodessigsiure eine sehr 
charakteristische Reaktion ausgelést. Diese besteht darin, daB die 
Resorptionsgeschwindigkeit des Sulfats sich nicht andert, was der 
Beweis dafiir ist, daB keine Allgemeinschadigung des Tieres vorliegt, + 
dagegen geht die Resorptionsgeschwindigkeit der Dextrose nun zuriick 
auf annaihernd denselben Wert wie der des Sulfats. Demnach beruht 
die Bevorzugung der Resorption der Dextrose auf gewissen Umbau- e 
prozessen im Darmepithel, welche durch Monojodessigséure gehemmt 
werden. Nach dieser Versuchsreihe handelt es sich also bei der be- 
kannten Erscheinung, daB aus isotonischen Lésungen Glucose rascher 
resorbiert wird als Sulfat, nicht um eine Verlangsamung spezifischer 
Art fiir die Resorption des Sulfats, sondern im Gegenteil um eine 
spezifische Beschleunigung fiir die Dextroseresorption, und unser Problem 
liegt dann nicht darin, die Verlangsamung der Sulfatresorption zu 
erkliren, sondern mehr darin, eine Erklarung fiir die Beschleunigung 
der Dextroseresorption zu suchen. 


Siebente Versuchsreihe. 

Die Resorption von Sorbose. In den vorigen Versuchsreihen haben 
wir die Resorption von Dextrose mit einer isotonischen NaS O,-Lésung 
verglichen. Dieser Vergleich kénnte deshalb nicht einwandfrei sein, - 
weil beziiglich des Sulfats besondere Verhaltnisse vorliegen kénnten. 
Deshalb muBte die Resorption von Dextrose mit einem anderen Zucker 
verglichen werden. Als solchen wahlten wir I-Sorbose. Sie wird im 
Koérper so wie die Pentosen und nicht so gut wie Dextrose verwendet, 
und ein Teil wird wieder ausgeschieden. Ihrer chemischen Struktur 


nach steht sie der Fructose nahe. 
Nachdem in Versuchen von Wilbrandt und Laszt (1. c.) die Resorption 
von verschiedenen Hexosen und Pentosen bereits verglichen wurde, 
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fiihrten wir mit genau derselben Methodik die folgenden Versuche 
aus, welche also mit den Ergebnissen dieser direkt vergleichbar sind. 
Die Methodik ist oben ausfiihrlich besprochen. 

In allen Versuchen wurde eine blutisotonische Sorboselésung benutzt. 
Diese enthalt 5500 mg Sorbose in 100 cem, wobei angenommen wird, dai 
diese Lésung isotonisch ist mit einer aquimolaren Dextroselésung. Von 
dieser wurden Ratten von etwa 200 g Kérpergewicht 3 ccm in eine 30 cm 
lange Diinndarmschlinge injiziert und die Resorption wahrend 1 Stunde 
beobachtet. 

Wie aus der Tabelle V hervorgeht, werden von der Sorbose unter 
diesen Umstainden 22°, resorbiert. Wir vergleichen dieses Resultat 
mit den Werten von verschiedenen Zuckern, wie sie nach genau der- 
selben Methodik von Wilbrandt und Laszt (l.c.) gewonnen wurden. 
Nimmt man die Glucosemenge, die unter den gleichen Bedingungen 
resorbiert wird, zu 100, so wird von Sorbose 30 resorbiert, und stellt 
man die Resorptionsgeschwindigkeiten der verschiedenen Zucker in 
eine Reihe, so zeigt sich, daB die Sorbose ebenso rasch wie die Xylose, 
also auch dreimal langsamer als Dextrose, resorbiert wird. 

Vergleicht man aber nun diesen Wert mit dem in der vorigen 
(sechsten) Versuchsreihe (Tabelle IV) gewonnenen, so ergibt sich ferner 
das wichtige Resultat, daB die Sorbose kaum besser resorbiert wird 
als das Na,SO, aus einer isotonischen Lésung. Xylose, Sorbose und 
Na,S QO, verhalten sich also beziiglich ihrer Resorptionsgeschwindigkeiten 
nahezu gleich und andererseits ist diese drei- bis sechsmal geringer als 
die von Dextrose. 

Diese Parallelitat geht noch weiter, wenn man die Wirkung von 
Monojodessigséure untersucht. In der vorigen (sechsten) Versuchsreihe 
ist gezeigt worden, dal Monojodessigsaurevergiftung die Resorptions- 
geschwindigkeit des Na,SO, nicht beeinfluBt, wahrend die Dextrose- 
resorption ungefahr auf den Wert des Sulfats herabgedriickt wird. 
Von Wilbrandt und Laszt (i. ¢.) war dasselbe beziiglich der Resorption 
der Mannose, Xylose und Arabinose gezeigt worden, ebenfalls im 
Gegensatz zur Dextrose. In den nachsten vier Versuchen (Tabelle V) 
ist deshalb an vier Tieren, die ebenfalls wie in den friiheren Versuchen 
untersucht wurden, die Resorption gepriift, wenn die Tiere vorher mit 
0,12 mg pro g Monojodessigsdure subcutan vergiftet worden waren. 

Wie die Tabelle V zeigt, hat sich beziiglich der Resorptions- 
geschwindigkeit gar nichts gedindert. Monojodessigsiure ist also auf 
die Resorption von Sorbose ebenso unwirksam wie auf die von Xylose 
oder Na,SO,. Verglichen mit einer Glucoseresorption von LOO finden 
wir jetzt fiir Sorbose 31,6. Der Quotient unvergiftet vergiftet betragt 
also 30/31,6 = 1. Das ist dasselbe Resultat wie mit Mannose, Xvlose 
und Arabinose in den Versuchen von Wilbrandt und Laszt. 

Wir kommen also zu dem Resultat, daB Sorbose, trotzdem sie 
eine Hexose ist, ebenso wie Xylose, aber auch ebenso wie das anorganische 








« 
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Tabelle V.. Resorption von 1l-Sorbose aus dem Darm. 





Resorbiert aus der 165 mg injizierten Sorbosemenge 
in einer Stunde 


Versuch a - - —_—_—_—_—— 
ohne Jodessigséure mit Jodessigsiure 

Nr. = meg - “Og ‘” mg aa " 
35,3 21.4 41,7 25,3 
— | 31,7 19,8 41,7 25,3 
| 41,7 25,3 34,6 21,0 
35,3 21,4 35,3 21,4 
Mittel: 36,0 22.0 38,3 26,2 


Na, SQ, einfach ihrer Diffusionsgeschwindigkeit entsprechend resorbiert 
wird. Umgekehrt ergibt sich dann, daB fiir die besondere selektive 
Beschleunigung der Dextrose ein aktiver ProzeB, ein eventueller Umbau 
in der Darmschleimhaut angenommen werden muB. Fir die Analyse 
unserer Versuche mit Na,SO, ergibt sich das Resultat, daB dieses 
Salz durchaus nicht ,,spezifisch langsam* resorbiert wurde, sondern 
ganz seiner Diffusionsgeschwindigkeit entsprechend, etwa so wie eine 
isotonische Lésung von Sorbose. 


Zusammenfassung. 

1. Im lebenden Tier wird aus einem blutisotonischen Dextrose- 
und Na-Sulfatgemisch, in welchem beide Substanzen in isotonischen 
Mengen vorhanden sind, die Dextrose rascher resorbiert als das Sulfat, 
was sowohl bei Benutzung des ganzen Darms, als auch bei Benutzung 
von gleich langen Diinndarmschlingen gefunden wurde. 

2. Im lebenden Tier beeinfluBt Na, SO, die Resorptionsgeschwindig- 
keit der Dextrose nicht und die Dextrose beeinfluBt auch die Resorptions- 
geschwindigkeit des Sulfats nicht. 

3. Die Dextrose wird etwa fiinfmal so rasch wie das Na,SO, aus 
isotonischer Lésung resorbiert. In 1 Stunde z. B. 450mg Dextrose 
gegeniiber 90mg Na,SO, (Abb. 1) oder 210 mg Dextrose gegeniiber 
45 mg Na,SO, (Abb. 2). 

4. Aus dem | Stunde ,,iiberlebenden** Darm diffundiert umgekehrt 
das Sulfat rascher als die Dextrose. Die Darme benehmen sich also 
wie nicht lebende Membranen. 

5. In 1 Stunde ,,iiberlebenden** Diarmen hemmt Sulfat die Diffusion 
gleichzeitig vorhandener Dextrose. 

6. Die Resorptionsbeschleunigung fiir Dextrose gegeniiber Sulfat 
wird durch Monojodessigsiure gehemmt. Die Resorptionsgeschwindig- 
keit des Na, SO, wird dabei nicht beeinfluBt. 

7. Sorbose wird bedeutend langsamer resorbiert als Glucose, etwa 
ebenso langsam wie Xylose oder isotonische Na,SO,-Lésung. — Thre 
tesorptionsgeschwindigkeit wird durch Monojodessigséure nicht ge- 
hemmt. 


Witttitoriivecenin 


dco 





Resorption isotonischer Lésungen von Glucose usw. aus dem Darm. 39 


8. Die Monojodessigsiure hemmt danach einen ProzeB in der 
lebenden Darmschleimhaut, der die Dextroseresorption begiinstigt. 
Die langsame Resorption von Na,SO, entspricht der physikalischen 
Diffusion dieser Substanz. 

Anhang. 
Umkehr des Diffusionsverhdltnisses einer isotonischen Glucose- und 
Na,SO,-Lésung durch tote Doppelmembranen. 


Kine isotonische Lésung von 5,5%, Glucose bzw. 19°, Na,SO, wird 
in eine Dialysierhiilse von Schleicher d& Schill Nr. 579 (Pergament) ge- 
bracht. Die Diffusion gegen dest. Wasser verliuft wie Abb. 4 es zeigt. 
Die Glucose diffundiert langsamer als das Na, SO,. Die halbe Menge (,,Halb- 
wertzeit**) ist fiir letztere bedeutend friiher erreicht als fiir erstere. Na, SO, 

diffundiert immer 20 bis 30°, rascher. 








mg Andere Membranen (Schweinsblasen, Kalb-, 
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Abb. 4. Abb. 5. 
Diffusion von isotoniseher Glu- Diffusion von isotonischen Dextrose- und Nay S O,- 
cose- und Nay 8S O4-Lésung dureh Lésungen durch Doppelmembran. (Gestrichelte 
Schleicher & Schill-Membran. Linie Mittelschicht dest. HO, und ausgezogene 


Linie Mittelschicht dialysiertes Eiweib., 


in verschiedenen Variationen (getrocknet, mit Alkohol behandelt usw.) 
zeigten immer dasselbe. Um ein Analogon zu den Verhaltnissen im 
Korper zu haben, wo der Verlauf gerade umgekehrt ist, wurde dann 
eine Doppelmembran angewandt mit der folgenden Anordnung: Auben 
war Aqua dest., innen Glucose-Na, SO, in isotonischen Mengen. Zwischen 
den beiden Membranen, die Schleicher d&& Schiillsche Pergamentdialysier- 
hiilsen verschiedenen Kalibers (40 bzw. 16 mm) waren, wurden nun 
verschiedene Substanzen gebracht. Die Diffusion erfolgte dureh diese, 
man hatte also eine dicke Membran aus beliebiger Fliissigkeit vor sich. 
War diese Zwischenfliissigkeit H,O, so blieben die Verhaltnisse dieselben 
wie bei der einfachen Membran. War die Zwischenfliissigkeit aber z. B. 
dialysiertes EiereiweiB, so verlief die Diffusion nun so, wie es Abb. 5 
zeigt. Das Na,SO, diffundierte nun langsamer als die Glucose. Die 
Erklarung ist die, daB Na,SO, nun in dem Eiwei} zuriickgehalten wurde, 
wohl deshalb, weil es mit den EiweiSkérpern in Verbindung trat, wahrend 
die Glucose diese frei passierte. Das Modell zeigt also dieselben Ver- 
haltnisse wie der lebende Darm. Wenn eine diffundierende Substanz von 
der Membran zuriickgehalten wird, so kommt dadurch eine Umkehr der 
Diffusion zustande. . Die Ursachen der selektiven Glucoseresorption im 
lebenden sind allerdings ganz andere. Immerhin zeigt das Modell, dab 
man auch mit nichtlebenden Membranen Ahnliches wie mit lebenden 
erhalten kann. 








Die Resorption von Glucose und Xylose bei verschiedener 
H'-Konzentration. 


Von 
L. Laszt. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1954.) 


Magee und Reid! fanden, daB nach Zusatz eines Phosphatpuffer- 
gemisches von pu 7,0 (0,2%) zu einer Glucoselésung die Resorption 
der Glucose um 50°, beschleunigt wird, waihrend nach Zusatz von 
Phosphat zu einer Xyloselésung keine Beschleunigung der Xylose- 
resorption eintrat. Diese Befunde wurden durch Untersuchungen von 
Wilbrandt und Laszt® bestitigt. Magee dachte daran, daB diese Be- 
schleunigung der Glucoseresorption nach Phosphatzusatz durch die 
Bildung von Glucosephosphat im Darmlumen, das eventuell schneller 
resorbierbar ware als Glucose, erklirt werden kann. 

Ich untersuchte nun, ob die Beschleunigung der Glucoseresorption 
vom pu des zugesetzten Phosphatpuffers beeinfluBt wird und ob andere 
Puffergemische ahnliche Wirkungen haben. Auf diese Weise sollte 
entschieden werden, ob die Phosphatwirkung tatsdchlich als Beweis 
einer Phosphorylierung betrachtet werden kann, oder ob es sich dabei 
um einen durch eine bestimmte [H’] festgelegte Beschleunigung eines 
intraepithelialen aktiven Prozesses, eventuell eines Umbaues der 
resorbierten Glucose handelt. 


. 


Die Methode ist die folgende: Es wurden bei Ratten in Urethannarkose 
50cm lange Diinndarmstiicke abgebunden und 5cem von der zu unter- 
suchenden Lésung injiziert. 5,4 Glucose wurden entweder in Wasser 
oder in einem Puffergemisch von verschiedenem py gelést. Die Lésung 
wurde mit Hilfe einer Rekordspritze injiziert. Vor der Injektion der Zucker- 
lésung wurde deren py-Wert kolorimetrisch und elektrometrisch bestimmt. 
Nach Verwendung derselben wurde die in der Spritze zuriickgebliebene 
Zuckermenge von der injizierten als Spritzenfehler abgezogen. Die Re- 
sorption dauerte 45 Minuten. Der Darminhalt wurde dann enteiweiBt 
und der Zucker nach Bertrand bestimmt. Der Phosphatgehalt in dem 
Ph ~hatpuffergemisch war, wie bei den Versuchen von Magee und Reid, 
in.: ¢ 0,2%. 

Die Pufferlésungen wurden nach Sérensen bereitet. Boratpuffer wurde 
aus m/5 Na-Borat und n/10 Salzsaéure hergestellt und in gleichen Mengen 
mit der Zuckerl6sung gemischt. Er enthalt 0,6 bis 0,8% Borat. Acetat- 
puffer stellte ich aus m/10 Essigséure und n/10 Na-Carbonat her und mischte 
zu gleichen Teilen mit der Zuckerlésung. Dieser enthielt etwa 0,4 Acetat. 


' H. EB. Magee u. E. Reid, J. of Physiol. 78, 181, 1931. 2 W. Wilbrandt 
u. L. Laszt, diese Zeitschr. 259, 398, 1933. 
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Versuche. 


Zuerst wurde die Wirkung von Phosphatpuffer bei verschiedenem py 
untersucht (0,2°% Phosphat) (Tabelle 1). Es zeigte sich, da nach Phosphat- 
zusatz nur bei py 7,0 eine starke Beschleunigung der Glucoseresorption 
gegeniiber einer wisserigen Lésung eintritt, wahrend héhere oder niedrigere 
pu-Werte keinen Einflu8 auf dieselbe, verglichen mit der Losung_ in 
destilliertem Wasser, haben. Die Vermehrung betragt bei einem py von 7,0 
etwa 40%. Magee und Reid fanden unter gleichen Bedingungen eine Be 
schleunigung von 50°, ebenso ermittelten Wilbrandt und Laszt eine Zu- 
nahme von 50 bzw. 100%. Die Ubereinstimmung ist also gut. 


Tabelle I. Resorbierte Menge der injizierten Glucose nach 


3), Stunden aus 50em langem Diinndarmstiick in %. 





Mit Phosphatputfer 


Versuch In H,0 | P 
Nr. gelist bei Py 4,7 bei Py 7,0 bei py 74 bei Pq 7,7—-7.9 

12—33 25,1 31.6 50,1 38,5 33,7 
31,6 43,1 49.3 37,2 31,6 
31,6 42,5 51,7 34,7 
30,7 41.5 50.4 28,3 
33,3 38,2 50,9 29,9 

33.8 
Mittel : 30,4 38,5 50,5 37,8 31,6 


Um zu sehen, ob diese Phosphatwirkung nur eine py-Wirkung oder 
fiir Phosphat spezifisch ist, habe ich die Glucoseresorption auch noch bei 
Gegenwart von anderen 





Puffersubstanzen unter-  Tabelle Il. Resorbierte Menge der inji- 
sucht. Die in Tabelle II zierten Glucose nach */,Stunden aus 
zusammengestellten Ver- 50em langem Diinndarmstiick in %,. 
suche wurden nach Zu- 
satz von einem Borat- , Mit Boratpuffer 

- Versuch In H,O 
puffergemisch von ver- gelist bei bei bei 
schiedenem py durch- Nr. Pu 4.0 PH 70 Pu 8.4 
gefiihrt. 

Bei diesen Versuchen 12—16 251 33.3 42.5 999 
zeigte sich auch, da®B nach 34—39 31,6 37,2 50,1 27,1 
Zusatz von Boratpuffer 82-89 31,6 34,7 52,5 27,1 
von py 7,0 zu Glucose 30,7 36,6 46,8 27,1 
die Resorption stark be- 33,3 re 

53: 


schleunigt wird, waihrend 
Boratpufferlésungen von Mittel: 30,4 34,4 50,3 27,6 
héherem oder niedrigerem 
pu keinen EinfluB auf die Resorption haben. Die resorbierte Zuckermenge 
ist die gleiche wie bei den Kontrollversuchen, bei denen der Zucker nur 
in Wasser gelést wurde. 

Dann habe ich noch mit Acetatpuffer die py-Wirkung aut die Glucose- 
resorption untersucht. 

Hier zeigte sich ebenso wie in den Versuchen, bei denen Phosphat- 
oder Boratpuffer zur Glucoselésung hinzugesetzt wurde, eine Beschleunigung 
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Tabelle II]. Resorbierte Menge der inji- der Glucoseresorption bei 
zierten Glucose nach #/,Stunden aus Px 7,0. Hohere oder 
niedrigere py haben auch 
hier keinen EinfluB auf 
die Resorption. 


50cm langem Diinndarmstiick in %. 





y nll In H Mit Acetatpuffer 
arsuc 0 Bae teas hors. fers 4 ’ 
seated ic Die Glucoseresorp- 


gelist bei . bei bei 
Nr. Pu 3,5 pu 7,0 Pu 8.2 tion wid demnach vom 
aa " 4 ' Pu beeinfluBt, wobei das 
= a ae ra as oe Optimum ungefahr bei 
31,6 316 48.4 33,8 pu 7,0 liegt, wahrend 
30,7 70,4 bei pu 3,9 baw. 8,2 die- 
33,3 selben Werte wie in 
Mittel: 30,4 30,0 64,5 32,8 destilliertem Wasser ge- 


funden werden. 

Es ergab sich nun weiter die Frage, ob die X yloseresorption, die auf 
rein physikalischem Wege zu erklaren ist, und bei welcher wahrend der 
Resorption kein Umbau in der Darmschleimhaut stattfindet, wie wir 
aus ihrer UnbeeinfluBbarkeit durch Monojodessigsiure usw. folgern 
(s. auch die folgende Arbeit!), auch vom px beeinfluBt wird. Die Resorp- 
tion von Xylose bei verschiedenem px wurde mit Acetatpuffern durch- 
gefiihrt. Die Methode ist dieselbe wie oben, nur betrug die Darmlange 
hier 30cm, und die injizierte Fliissigkeit war 3cem. Die Versuche 
dauerten 1 Stunde. Tabelle IV zeigt die Resultate. 

Tabelle IV. Resorbierte Menge der injizierten Xylosemenge nach 


1 Stunde mit Acetatpuffer aus 30em langem Darm in %. 





Versuch Bei py 7,6 


Versuch H.O Versuch oj Pyt7 | Versuch | oj Pu 70 


Nr. Nr. Nr. Nr. 
8—13 22.5 68 24,7 61—66 24,7 67 23,2 
28.8 | 82—83 20.0 80 24,7 62 21,3 
21,5 21,3 23,2 81 21,3 
19,8 20,0 
20,7 21,3 
15,4 20,0 
Mittel : 21,4 22.0 22,3 21,9 


Diese ergeben klar, daB die Xyloseresorption bei allen py die 
gleiche ist, wie bei den Versuchen, in welchen Xylose in dest. Wasser 
gelést wurde. Die Xyloseresorption ist demnach vom py unabhangig. 

Die Erklarung dieser Ergebnisse der Resorptionsversuche von 
Glucose und Xylose ist, daB die Bevorzugung der Glucose gegeniiber 
der Xylose auf einem fermentativen ProzeB beruht, welcher in 


1 F, Verzar, diese Zeitschr. 276, 17, 1935. 
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dem Darmschleimhautepithel stattfindet. Auf Grund dieser Versuche 
nehme ich an, daB das Optimum dieser Fermentwirkung bei py 7,0 
liegt. Die Forderung der Glucoseresorption durch Phosphat beweist 
demnach noch nicht, daB es sich bei der selektiven Resorption der 
Glucose um eine Phosphorylierung handelt, sondern lediglich, daB ein 
durch px beeinfluBbarer ProzeB vorhanden ist. Allerdings haben 
andere Untersuchungen auf Grund der Hemmung durch Jodessig- 
sdure usw. es dann sehr wahrscheinlich gemacht, daB dieser ProzeB 
eine Phosphorylierung ist. Als Beweis fiir diese Annahme gilt auch, 
daB die Xyloseresorption, welche von Jodessigsiure nicht gehemmrt 
und demnach in der Darmschleimhaut auch nicht umgebaut wird, 
auch vom px der Lésung nicht beeinfluBt wird. 

Als diese Arbeit bereits seit lingerer Zeit abgeschlossen druckfertig 
vorlag und auch ein Referat schon dariiber gehalten war! (wobei aus auBeren 
Griinden eine Publikation nicht méglich war), erschien eine Arbeit von 
Gellhorn und Moldavsky*, welche dieselbe Frage behandelt, allerdings mit 
vollkommen anderer Methodik. Durchstr6mung des GefaBsystems vom 
Frosch mit Lésungen von verschiedenem py, hergestellt durch verschiedene 
Phosphatpufferung ergab gerade das Umgekehrte: sowohl Glucose wie 
Xyloseresorption wurden in gleicher Weise so beeinfluBt, daB bei py 7,0 
am wenigsten, bei saurer und alkalischer Reaktion aber bedeutend mehr 
resorbiert wurde. Ihr Resultat widerspricht nicht nur meinem, sondern 
auch dem von Magee und Reid sowie Wilbrandt und Laszt, die ja gerade 
mit Phosphatpuffer von py 7,0 optimale, ebenso wie wir etwa doppelt so 
starke Resorption wie mit anderen Lésungen erhielten. Das verschiedene 
Resultat muB sich daraus erklaren, daB Gellhorn die BlutgefaBe durch- 
strémte, waihrend in diesen Versuchen von der Darmhoéhle aus die Schleim- 
haut beeinfluBt wurde. Ferner mu in den Versuchen von Gellhorn der 
aktive Schleimhautvorgang des Glucoseumbaues gefehlt haben, sonst 
ware die Wirkung fiir Xylose nicht dieselbe wie fiir Glucose. Er hat also 
wohl tatsachlich die Permeabilitat der Kapillarwinde beeinfluBt, was 
seine Versuche erkliren kann, wir aber die lebende Mucosa selbst. 


Zusammenfassung. 

Phosphat beschleunigt die Glucoseresorption nur bei py 7,0. Hoéhere 
und niedrigere py haben keinen EinfluB auf die Glucoseresorption. 
Andere Puffergemische, wie Borat und Acetat, beschleunigen ebenfalls 
die Glucoseresorption, aber auch nur bei py 7,0. Die Resorption von 
Xylose wird vom px nicht beeinfluBt. 

Diese Arbeit ist unter Leitung von Prof. F. Verzar ausgetiihrt worden, 
mit Unterstiitzung der Roche-Stiftung, der ich meinen besten Dank aus- 
driicke. 


' L. Laszt, Schweiz. med. Wochenschr. 64, 584, 1934. — * Gellhorn u. 
Leon F. Moldavsky, Amer. J. of Physiol. 109, 638, 1934. 











Die Phosphorylierung verschiedener Zucker durch 
Darmschleimhautextrakte. 


Von 


L. Laszt. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat in Basel.) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1934.) 


In einer friiheren Arbeit untersuchten Wilbrandt und Laszt!, ob 
ein Darmschleimhautextrakt die Fahigkeit hat, Zucker zu phosphory- 
lieren. Sie fanden, da8 beim Zusammenbringen von aus Rattendarm- 
schleimhaut hergestelltem Glycerinextrakt mit Glucose und Phosphat 
das anorganische Phosphat nach einer bestimmten Zeit abnimmt, 
wahrend es im Kontrollansatz (ohne Glucose) infolge der Abspaltung 
von anorganischem Phosphat zunimmt. Davon ausgehend, daB die Jod- 
essigsdure auf die Hefegirung (Lundsgaard?) einerseits und die Milch- 
siurebildung im Muskelextrakt (Lohmann*) andererseits auf ver- 
schiedene Weise wirkt, priiften sie ferner, wie sich die Jodessigsiure- 
wirkung auf einen Darmschleimhautextrakt bei Gegenwart von Glucose 
und einer Phosphatmischung verhalt. Die Phosphatabnahme wird 
durch Monojodacetat aufgehoben und deshalb auf einen Phosphery- 
lierungsprozeB zuriickgefiihrt. 

Es war von Interesse, in dieser Richtung auch noch die anderen 
Monosen zu untersuchen, vor allem darum, um zu sehen, ob man hier 
auch eine gewisse Reihenfolge, wie bei der Resorption der verschiedenen 
Monosen findet und ob Pentosen auch an diesem Proze teilnehmen. 
Zu diesem Zwecke habe ich einen Glycerinextrakt aus Diinndarm- 
schleimhaut hergestellt, und mit diesem nach Zugabe von Galaktose, 
Glucose, Fructose, Mannose und Xylose Ansatze bereitet. 

Die Methodik ist die gleiche wie von Wilbrandt und Laszt (|. ¢.). Ratten, 
die 24 Stunden gehungert hatten, wurden mit Kopfschlag getétet, der 
Bauch geéffnet und der Darm vom Mesenterium abgetrennt. Der Darm 
wurde dann mit Ringerlésung gut durchgespiilt, auf einer Glasplatte der 
Lange nach aufgeschnitten und -die Schleimhaut mit einem Messer abge- 
schabt. Die Schleimhautmasse wurde dann mit gleicher Menge Quarzsand 
verrieben, 20 cem Glycerin zugesetzt und 5 bis 10 Minuten im Schiittel- 
apparat geschiittelt. Da im Extrakt sich viel anorganisches Phosphat 
abspaltet und dieses die Resultate beeinflussen kénnte, wurde, um diesen 
ProzeB ablaufen zu lassen, der Extrakt vor dem Versuch 10 bis 12 Stunden 
bei 37° C in den Thermostaten gestellt. Dann wurde durch Watte filtriert, 
mit Glycerin nachgewaschen und folgende Ansatze zusammengestellt : 


' W. Wilbrandt u. L. Laszt, diese Zeitschr. 259, 398, 1933. > Lunds- 
gaard, ebenda 220, 1, 1930; siehe auch Yamasaki, ebenda 228, 124, 1930. 
3 Lohmann, ebenda 236, 444, 1931. 
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a) Phosphorylierungsansatz: 3cem Filtrat', Leem Zuckerlésung?, 
1 ccm Phosphatgemisch m/37, px 7,0. 

b) Kontrollansatz: 3 cem Filtrat, | cem dest. Wasser, 1 eem Phosphat 
gemisch, m/37, pu 7,0. 

In diesen Ansaitzen war py 7,0 bis 7,2. Die Versuche dauerten 10 bis 
12 Stunden im Thermostaten bei 37°C. Dieselben Versuche wurden ferner 
noch so angestellt, daB zum Ansatz a) und b) Na-Monojodacetat in einer 
Konzentration von 1: 5000 hinzugefiigt wurde. 

Das anorganische Phosphat wurde nach der Methode von Lohmanw 
und Jerdrassik bestimmt. Zur Analyse wurden 0,15 cem von dem Ansatz 
genommen. 

Versuche. 

Tabelle I bis V zeigt die Versuche mit Galaktose, Glucose, Fructose, 
Mannose, und Xylose ohne und mit Monojodessigsiure. Aus diesen 
geht hervor, daB, nachdem zu allen Monosen vom gleichen Extrakt 
hinzugesetzt wurde, die Phosphatabnahme in den Ansitzen mit Galak- 
tose, Glucose und Fructose die gleiche ist, wahrend in den Ansatzen 
mit Mannose und Xylose keine Phosphatabnahme stattgefunden hat: 
der Phosphatgehalt ist hier immer der gleiche wie bei den Kontroll- 
ansatzen ohne Zucker. 

Nach Zusatz von 1: 5000 Na-Monojodacetat wird, wie die Ta- 
bellen I, II, III zeigen, die Phosphatabnahme aufgehoben. 

Ahnlich wird nach Inaktivierung des Darmschleimhautextraktes 
ebenfalls die Phosphatabnahme nicht mehr beobachtet. 

Die Inaktivierung des Darmschleimhautextraktes geschah im 
Wasserbad bei 65 bzw. 52°C 10 Minuten. Es wurden vom gleichen 
Darmschleimhautextrakt immer auch Parallelversuche angestellt, die 
nur bis 40° C erwarmt waren. Wie die Tabelle VI zeigt, findet bei den 
Versuchen, bei denen der Extrakt auf 65 bzw. 52°C erwarmt wurde, 
keine Phosphatabnahme statt, aber eine ahnlich starke Abnahme, wie bei 
den Versuchen, die bei 37° C durchgefiihrt wurden, wenn der Extrakt nur 
auf 40°C erwarmt wurde. Diese Ergebnisse sprechen sehr fiir einen enzy- 
matischen ProzeB bei der Phosphatabnahme in Gegenwart von Glucose. 

Eine gewisse Reihenfolge, wie bei der Resorption von verschiedenen 
Zuckern, wurde nicht beobachtet. Galaktose und Glucose, die bei der 
Resorption an der Spitze stehen und durch Monojodessigséure in ihrer 
Xesorption stark hemmbar sind, rufen in diesen Ansatzen eine starke 
Abnahme des anorganischen Phosphats hervor. DaB in dem Ansatz mit 
Fructose die Phosphatabnahme die gleiche ist, wie bei dem mit Galaktose 
und Glucose, kann damit erklart werden, daB ein so hergestellter Darm- 
schleimhautextrakt — worauf ich anderwarts zuriickkommen werde 
die Fahigkeit hat, Fructose in Glucose umzuwandeln, und diese Glucose- 
menge reicht aus, um die in der Tabelle angegebene Phosphatabnahme 

' 3cem Filtrat entsprechen etwa einer halben Diinndarmlinge einer 
Ratte. — ? leem 5,4° iger Glucose in spateren Versuchen (Nr. 36 bis 39) 
l cem 25°%ige Glucose. 
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Tabelle I. Phosphorylierung mit Galaktose. 





= _ mg 1000 P.O, in 0,15 cem Phosphatabnahme 

Versuch = Nach Std. 9 ine Jod- aman ee _ - 
Nr aaa ac ms mony in mg/1000 in %o 
1 i2 ohne 149 172 23 13,4 
6 10 a 140 162 22 13,7 
lla 10 me 152 179 27 15,0 
ll b 10 mit 180 179 — 1 — 05 
16a 8 ohne 140 162 22 13.7 
16 b & mit 168 162 —6 — 3,6 
2la 14 ohne 142.5 166.5 24 14,4 
21 b 14 mit 159 166.5 + 7,5 + 4,3 
26 14 ohne 162 190.5 28,5 14,4 
31 12 “ 140 169,0 20,0 12,5 
35 12 + > 141 160,5 19,5 12,1 
Mittel: 28,2 13,6 


ohne Jodessigsiureversuche 


Tabelle Il. Phosphorylierung mit Glucose. 





Mit ung _mei1000 P25 in 0.15 ccm ___Phosphatabnahme 
Versuch Nach Std. ohne Jod- 


Nr. ecaigunents Rr ena eng in mg/1000 in °%o 
2 12 ohne 148 172 24 14,0 
7 10 7 142 162 20 12,9 
12a 10 is 150 | 179 29 16.2 

12b 10 mit 179 179 0 0 
l7a 8 ohne 145 162 7 10,5 
17b 8 mit 160 162 +2 1,3 
22a 14 ohne 142.5 166.5 24,0 14,4 
22b 14 mit 159 166,5 7,5 4,3 
27 14 ohne 169,5 190.5 21,5 11,5 
32 12 ss 140,0 160.0 20,0 12.5 
Mittel: po We 13,1 


ohne Jodessigsaureversuche 


Tabelle III]. Phosphorylierung mit Fructose. 





Mit und mg/1000 P.O; in 0,15 eem Phosphatabnahme 
Versuch Nach Std. ohne Jod- — eee Tet Peete mea ES ae ee 


Nr. sii atin Rh min oreo in mg/1000 in %o 
3 12 ohne 153 172 19 11,1 
8 10 . 143 162 19 11,6 
13a 10 Z 155 179 24 13,4 
13b 10 mit 182 179 —  § — 1,6 
Ida 8 ohne 145 162 17 10,5 
ISb 8 mit 165 162 —3 —1,8 
23 a 14 ohne 156 166.5 10,5 6,3 
23 b 14 mit 161 166,5 5,5 3.3 
28 14 ohne 171 190.5 19.5 10.2 
33 12 * 146 160 14,0 8.8 
Mittel: 17,6 10.3 


obne Jodessigsaureversuche 
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Phosphorylierung verschiedener Zucker d. Darmschleimhautextrakte. 


Tabelle 


lV. 


Phosphorylierung mit 
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Mannose. 





mg/1000 P,Os in 0,15 eem 


Phosphatabnahme 





" Versuch Nach Std. ea 
Nr. PR ie Kontrollansatz in mg/ L000 in %% 
! 4 12 175 172 —3 —1,7 
9 10 160 162 2 1,3 
14 10 185 179 — 6 — 3,3 
19 8 165 162 —3 -1,8 
24 i4 159 166,5 7,5 4.3 
29 14 180 190,5 10,5 5,4 
Mittel: 1,33 0,7 
Tabelle V.. Phosphorylierung mit Xylose. 
mg/1000 P,Os5 in 0,15 eem Phosphatabnahme 
Versuch Nach Std. ’ j 
} Nr. acco tr Kontrollansatz  — in mg/1000 in %J% 
5 12 178 172 6 83 
10 10 108 162 + 3,3 
15 10) 182 179 3 1,6 
20 8 163 162 —1 0,6 
25 14 159 166.5 7,5 4,3 
30 187,5 190.5 3 1,5 
34 12 158,0 160,0 2 1,2 
| Mittel: 0,93 0,7 


Tabelle VI. 


Phosphorylierung mit Glucose nach 


Inaktivierung 





des Darmschleimhautextraktes. 


Phosphatabnahme 


mg/1000 Ps Os, in 0,15 cem 


Versucl — Erwi — ‘ 
ashi mae aoe auf oC. Phosphory- Kontroll- 
Nr. lierungsansatz ansatz 
36a 12 40 140.0 169.5 
37 a 12 40 111,0 123,0 
37 b 12 40 109.5 123,0 
b8 a 12 40 136.3 157.5 
: 38 b 12 40 132,0 157,5 
i 39 a 12 40 136,0 157,5 
i Mittel : 
: 38 12 52 157,5 153.0 
38d 12 52 150,0 153.0 
39 b 12 52 156.0 153.0 
Mittel: 
36 b 12 65 120,0 120.5 
36 ¢ 12 65 122.0 120,5 
37 ¢ 12 65 98,0 99,0 
37 d 12 65 109,0 99,0 
Mittel: 


hervorzurufen. 


in mg/1000 in %J» 
20,5 12,7 
12,0 97 
13,5 11,0 
21,2 13,4 
25,5 16,1 
21.2 13,4 
18.9 12,7 

~~ 45 3.0 
3,0 2.0 
OD 03 
0,7 0,4 
0,5 0,4 

- 1,5 1,2 
1,0 1,1 
2,0 2,2 
05 0.5 


(Merkwiirdigerweise wird Fructose durch Hefeextrakt 


am besten phosphoryliert, was mit Darmschleimhautextrakt nicht der 
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Fall ist.) Von besonderer Bedeutung ist, da®B in dem Ansatz mit 
Mannose, ebenso wie in dem Ansatz mit Xylose keine Phosphatabnahme 
beobachtet wurde. Diese Resultate stimmen mit den Resorptions- 
ergebnissen tiberein. Mannose und Xylose werden in der Darmschleim- 
haut nicht umgebaut. Die Resorptionsgeschwindigkeit ist die gleiche 
wie die Diffusionsgeschwindigkeit und die Resorption wird von Monojod- 
acetat auch nicht beeinfluBt. 

Wir sind uns zwar bewuBt, daB die beschriebene Methode aller- 
dings keinen endgiiltigen Beweis dafiir liefern kann, daB der Glycerin- 
extrakt aus Darmschleimhaut die Fahigkeit hat, Hexosen zu phosphory- 
lieren, da diese minimale Phosphatabnahme in einem nicht genau _be- 
kannten Gemisch eventuell auch durch andere, verschiedenartige Prozesse 
hervorgerufen werden kénnte. Immerhin muB man_bericksichtigen, 
daB Hexosen, die bei der Reihe der Resorptionsgeschwindigkeiten an 
der Spitze stehen, und durch Monojodessigséure bei der Resorption 
stark hemmbar sind, in diesen Ansatzen eine starke Abnahme des 
anorganischen Phosphats veranlassen, wahrend die weniger schnell 
resorbierbare Mannose und Xylose keine Abnahme zeigen. Die Phosphat- 
abnahme in Galaktose, Glucose und Fructoselésungen konnte ferner 
auch durch Monojodacetatzugabe oder Inaktivierung des Darm- 
schleimhautextraktes aufgehoben werden. 

Deshalb glauben wir, daB diese Befunde dafiir sprechen, daB die Darm- 
schleimhaut die Fahigkeit besitzt, Glucose, Galaktose und eventuell Fruc- 
tose zu phosphorylieren. 

Zusammenfassung. 

1. Glycerinextrakte aus Darmschleimhaut von Ratten geben mit 
Galaktose, Glucose und Fructose in Phosphatpuffer eine Abnahme von 
anorganischem Phosphor. 

2. Dieser ProzeB wird bei allen drei Zuckern durch */;599 Na-Mono- 
jodacetat gehemmt. 

3. Diese Schleimhautextrakte geben jedoch mit Mannose und Xylose 
keine Abnahme des anorganischen Phosphats. 

4. Jene Zucker, die eine Phosphatabnahme zeigen, sind dieselben, 
die im Darm selektiv bevorzugt resorbiert werden und deren selektive 
Resorption durch Monojodessigsiure auch hemmbar ist. Andererseits 
sind die Zucker, die durch reine Diffusion im Darm aufgenommen 
werden, dieselben, die keine Phosphatabnahme zeigen und diese sind 
auch in beiden Fallen vom Monojodacetat unbeeinfluBbar. Fiir Fructose 
muB an eine Umwandlung in Glucose gedacht werden. 

5. Nach Erwarmung des Darmschleimhautextraktes auf 40° C 
findet die Phosphatabnahme statt, aber keine mehr, wenn auf 65 bzw. 
52°C erwarmt wird. 

Diese Arbeit wurde unter Leitung von Prof. Dr. F. Verzdr ausgefihrt, 
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Die Resorption von Hexose-di- und -monophosphorsiure 
im Vergleich zu anderen Hexosen. 
Von 
Fr. Mathieu (Liége). 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1934.) 


Die selektive Bevorzugung der Glucose bei der Resorption aus dem 
Darm gegenitiber anderen Zuckern wurde von Verzdr! so erklart, daB 
dabei eventuell ein Umbau der Glucose im Schleimhautepithel des 
Darmes stattfindet, wodurch das Diffusionsgefille fiir die Glucose 
bestandig erhéht wiirde. Magee und Reid? fanden, daB durch einen 
Phosphatpuffer von py 7,0 die Glucoseresorption beschleunigt, die der 
Xylose dagegen nicht wesentlich beeinfluBt wird. Sie dachten deshalb 
an eine eventuelle Glucosephosphatbildung im Darmlumen. Laszt® hat 
aber unlingst nachgewiesen, dab es sich dabei um eine Wirkung der 
Wasserstoffionenkonzentration und nicht des Phosphations handelt. 
Andererseits haben Wilbrandt und Laszt? gezeigt, daB die selektive 
fesorption der Glucose durch Monojodessigsiure gehemmt werden 
kann, was dafiir spricht, daB die Glucose phosphoryliert wird, und 
schlieBlich konnte unlaingst 5 auch direkt gezeigt werden, daB Extrakte 
aus der Darmschleimhaut Glucose und Galaktose, die selektiv rasch 
resorbiert werden, phosphorylieren, wihrend andere Zucker unbeeinfluBt 
bleiben. Auch in den Extrakten kann dieser Proze8 durch Monojod- 
essigsdure gehemmt werden. 


Es kann demnach als gesichert angesehen werden, daB die selektiv 
rasch resorbierten Hexosen von der Darmschleimhaut phosphoryliert 
werden. Zur Erklarung cieser Wirkung kann man die Erhéhung des 
Diffusionsgefalles, wie einleitend erwahnt, heranziehen. Magee hat 
dagegen angenommen, dal die Hexosephosphorsaéure an sich leichter 
resorbiert wide als Hexose. Bei dem giéBeren Molekulargewicht 
und nachdem auch keine Anderung der Léslichkeit (Lipoidléslichkeit) 
eintritt, ist diese Annahme allerdings wenig wahrscheinlich. Es sollte 
deshalb, um zu einer Erklarung der Rolle, welche die Phosphorylierung 

1 F. Verzar, Ergebn. d. Physiol. 32, 391, 1931. 2 H. E. Magee u. 
E. Reid, J. of Physiol. 73, 163, 1931. — * L. Laszt, diese Zeitschr. 276, 41, 
1935. — 4 W. Wilbrandt u. L. Laszt, ebenda 259, 398, 1933. — ° L. Laszt, 
ebenda 276, 44, 1935. 
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spielt, zu kommen, im folgenden die Resorption von Hexosephosphor- 
sdureestern untersucht werden. 


Es standen uns zur Verfiigung: Hexosediphosphorsaéure (Harden- 
Young-Ester), welche ein Fructosediester ist; ferner Fructosemono- 
phosphorsaéure, der Neuberg-Ester; sowie die Hexosemonophosphor- 
siure von Robison. Letztere ist nach Hardens! zusammen- 
fassender Darstellung, in Ubereinstimmung mit Robison, ein 
Gemisch von verschiedenen Hexoseestern, aber nach dem Referat 
von Ohle*® als die uns am meisten interessierende Glucosemonophos- 
phorséiure anzusprechen, die auch von Levene * synthetisch hergestellt 
wurde. 

Herren Prof. Meyerhof und Neuberg danke ich fiir die Uberlassung 
dieser Substanzen bestens, ferner der I. G. Farbenindustrie A.-G., Elberfeld, 
fiir Candiolin. 

Aus dem Ca-Salz der Hexosediphosphorsiure stellten wir uns das 
Magnesiumsalz her. Der Neuberg-Ester, sowie der Robison-Ester standen 
als Bariumsalz zur Verfiigung. Beide wurden ebenfalls in das Magnesium- 
salz iiberfiihrt. 


Die Resorption dieser Ester wurde sowohl mit der Resorption von 
Fructose, wie von Glucose verglichen. Nach Harden (I. c.) wird bei der 
Vergérung von Glucose durch Hefe der Fructosediester gebildet. Es 
ware also méglich, daB auch bei der Resorption im Darmepithel dieser 
entsteht. Um genaue Vergleiche zu haben, wurden wasserige Lésungen 
dieser Ester hergestellt und ihre Resorption mit der von Glucose und 
Fructose, in denselben Konzentrationen wie die Hexosekonzentration 
in den Esterlésungen untersucht. 


Methodik. 


Zu den Resorptionsversuchen wurden Ratten von 150 bis 200g ver- 
wendet, die mit Urethan narkotisiert waren. In eine abgebundene 30 cm 
lange Jejunumschlinge wurden 3 cem Lésung injiziert und nach | Stunde 
der Darm herausgenommen und die Zucker dann bestimmt. Glucose und 
Fructose wurden nach Bertrand bestimmt, die Hexose in den Phosphor- 
siureestern nach Saurehydrolyse (Lohmann). 


Versuche. 


Wie aus der Tabelle I hervorgeht, wird von Glucose in diesen 
Versuchen in 2,2- bis 2,7% igen Lésungen, sowie in 4,2- bis 5 %igen 


1 A. Harden, Alcoholic Fermentation, Ergebn. d. Enzymforsch. 1932, 


S$. 113, 122. — 2 Robison, Biochem. J. 16, 809, 1922; Robison u. King, 
ebenda 25, 323, 1931. — * Ohle, Handb.d. Biochem. 1. Erg.-Bd., 106, 
1933. — 4 Levene u. Raymond, J. of biol. Chem. 92, 757, 1931. 
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Lésungen 91%, resorbiert, von Fructose, wie aus Tabelle Ii hervorgeht, 
bei denselben Konzentrationen 68 bzw. 56% *. 

In Tabelle III, IV und V ist die Resorption des Harden-Young- 
Esters, des Robison-Esters und in einem Falle des Neuberg-Esters 
wiedergegeben. Da von allen diesen Substanzen nur beschrankte 
Mengen zur Verfiigung standen, konnte die Anzahl der Versuche nicht 
so groB sein, wie wir es gewiinscht hatten. In Tabelle VI fasse ich dann 
die Mittelwerte aller dieser Versuchsreihen zusammen 


Tabelle I. Resorption von Glucose allein. 





Injizierte Menge als Zyrijek- Resorbierte Menge 


Tier Gewicht Hexose berechnet erhalten Konzentration 
Nr. g - mg 0 % j mg mg | 0 0 9/9 
20 150 66 2,2 5,0 61,0 92.5 2,2—2,7 
21 150 $1 2,7 6,0 75,0 92.5 
22 150 81 2,7 8,1 72,9 90,0 
23 150 81 2,7 9,7 71, 88,0 
24 150 81 2,7 7,3 73,7 91,0 

Mittelwerte: 70,6 90,8 
25 150 126 4.2 8,5 117,5 93,0 42-5 
26 150 126 42 9,5 116,5 92,5 
27 270 162 5,4 18,0 144.0 89,0 
28 180 162 5,4 15,0 || 147,0 90,0 
29 180 162 5,4 16,0 || 146,0 90,0 
30 250 162 5,4 13,0 | 1490 92,0 


1} 


Mittelwerte: || 126,6 91,0 


Tabelle II. Resorption von Fructose allein. 





Injizierte Menge als ae ate. e ~~ . 
Tier Gewicht Hexose berechnet — meseetiente Mong Konzentration 
Nr. i g mg % ear mg 7 me | 2 %F, 0/5 
1 209 60 2,0 24,0 36,0 60,0 2—2,7 
2 150 60 2,0 26,4 39,6 66,0 
3 150 60 2,0 16,1 43,9 73,3 
4 150 60 2,0 16.1 43,9 73,3 
5 150 81 2,7 25,2 55.8 69,0 
Mittelwerte: 43,8 68,3 
6 150 126 4,2 57,0 69,0 55,0 
7 150 126 42 63,0 63,0 50,0 
8 150 126 4.2 47.4 78.6 62,4 
g 150 126 4,2 57,0 69,0 55,0 
Mittelwerte: 69,9 55,6 


* Anmerkung. Bei diesem Resultat fallt auf, daB bei 2,2- bis 2,7 °,iger 
Glucose nicht 100°, resorbiert werden. Es steht das im Gegensatz zu 
sonstigen Erfahrungen bei kleinen Mengen und war vielleicht durch das 


4* 
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Tabelle III. Resorption von Hexosediphosphorsaure. 
Injizierte Menge als) 7ypijeK- ssorhierte Meng 
Tier Gewicht Hexose berechnet ee: a ae Konzentration 
Nr. ¢ | me | % | mg mg | % Og 
40 250 60 2,0 18 42 70 2—2,7 
41 270 60 2,0 10 50 83 
42 250 60 2,0 13,1 46,9 78 
43 250 60 2,0 19,2 40,8 68 
44 170 63 2,1 15,8 47,2 75 
45 220 66 2,2 24,1 41,9 63,5 
46 220 66 2,2 24,0 42,0 63,6 
47 220 81 2,7 34,0 47,0 58,0 
Mittelwerte: 44,7 69,9 
48 200 126 4,2 50,4 75,6 60,0 4,2 
49 220 126 4,2 53,0 73,0 58,0 
Mittelwerte: 74,3 59,0 
Tabelle IV. Resorption von Hexosemonophosphorsaure 
(Robison-Ester). 
Injizierte Menge als Turiick~ a oe 
Tier Gewicht Hexose berechnet | bot Sa Konzentration 
Nr. g a "mg ie ey mg “mg eo: Mae Mae 9 
50 220 66 2,2 20 46 70 2—2,7 
51 200 66 2,2 20 46 | 70 
52 270 66 2,2 19,8 | 46,2 70 
53 270 66 2,2 18,5 | 47,5 72 
54 250 72 2.4 22.5 | 49,5 68,8 
55 250 72 2,4 21,8 | 50,2 79,0 
56 220 81 2,7 29,5 | 62,0 75,1 
57 220 81 27 | 21,5 || 61,0 73,9 
58 250 81 2,7 21,25 | 59,75 73,7 
59 250 81 2,7 || 20,25 60,75 74,6 
Mittelwerte: | 52,9 | 71,8 
60 250 150 5,0 58 | 92 61,3 5 
61 230 150 5,0 60 | 90 60,0 
Tabelle V. Resorption von Neuberg-Ester. 
| | Injizierte ‘ones als || a is a Resorbi M | 
Tier || Gewicht | Hexose berechnet pest ol || Nesorbierte Menge || kK onzentration 
| t . i | ee ———————, 
Nr. g | mg 9/5 mg mg 9/9 9% 
— — il 7 = y — = 
62 250 | 60 2,0 16,25 43,75 73 


kleine Kérpergewicht dieser Tiere bedingt. Die iibrigen Werte liegen in 
derselben GréBenordnung, wie wir sie auch sonst gefunden haben. Der Wert 
der 4,2 %igen Fructose ist allerdings etwas hoch, 55,6% gegeniiber 37,7 % 
in einer anderen Versuchsreihe (s. F. Verzdr, diese Zeitschr. 276, 22, 1935). 





ih tt Silat it: 
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Tabelle VI. Mittelwerte. 





Hexose-Konzentration Hexose-Konzentration 
2—2,7 0/4 4,2—59/, 
Substanz Resorbierte Resorbierte 
Zahl der Menge Zahl der | Menge 
Versuche —— ; - WED faction 
mg 9/9 mg Vo 
NNN Oe anle ga. Yea 5 43,8 | 68,3 4 69,9 55.6 
Glucose . . : 5 70,6 | 90,8 6 126,6 91,0 
Hexosediphosphat- -Mg "(Har- 
den-Young-Kster) . .. . 8 44,7 | 69,9 2 74,3 59,0 
Hexosemonophosphat-Mg 
(Robison-KEster) . . ‘ 10 52,9 | 71,8 2 91,0 60,7 
Fructose-Monophosphat- Mg 
(Neuberg-Ester) . 2... 1 43,8 | 73,0 — — — 
Diskussion. 


Aus diesen Versuchen geht vor allem hervor, daB sowohl der 
Harden-Young-, wie der Neuberg- und Robison-Ester gut resorbiert 
werden. Vergleichen wir ihre Resorption mit der von Glucose bzw. 
Fructose, so ergibt sich itibereinstimmend in beiden Konzentrations- 
bereichen, da8 die Resorption der Fructosedi- und -monoester nicht 
schlechter als die Resorption der Fructose selbst verlauft. Die Uber- 
einstimmung ist sogar iiberraschend groB. Bei der niedrigeren Kon- 
zentration wird von allen dreien 43,8 bis 44,7 mg resorbiert, in der 
gréBeren Konzentration 69,9 bis 74,3 mg. Glucose wird bekanntlich 
und wie das auch aus diesen Versuchen hervorgeht, besser resorbiert 
als Fructose. Der Robison-Ester wird jedoch in beiden Konzentrationen 
schlechter resorbiert als die Glucose: gegeniiber 70,6 nur 52,9 mg bzw. 
gegentiber 126,6 nur 91,0mg. Die Resorption nahert sich dabei der 
GréBe der Resorption von Fructose bzw. der Fructosephosphorsaure- 
ester. 

Die Versuche zeigen also nicht, daB phosphorylierte Zucker besser 
resorbiert werden als gewéhnliche. Man kann also nicht annehmen, 
daB die Phosphorylierung bezweckt, die Zucker in einen fiir die Aufnahme 
in das Epithel giinstigeren Lésungszustand zu iiberfiihren. 

Dagegen finde ich, daB die Resorption der Phosphorsaureester 
schlechter ist als jene der Glucose, daB also die selektive Resorption 
der Glucose durch die Phosphorylierung verloren geht. Die Glucose 
wird als Phosphorsiéureester ebenso langsam resorbiert wie die Fructose. 
Wenn die Erklarung, welche Verzdr der Bedeutung der Phosphory- 
lierung gibt, daB sie das Diffusionsgefalle fiir die Glucose bestandig 
erhoht, richtig ist, dann muB das Resultat tatsdchlich so sein. Es ist 
selbstverstandlich, dab, wenn wir die Glucose bereits im phosphory- 
lierten Zustande in das Innere des Darmes bringen, die bei der freien 
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Glucose durch eine Phosphorylierung im Epithel bewirkte Erhéhung 
des Diffusionsgefalles nicht mehr stattfindet. Somit geht die selektive 
Bevorzugung der Glucose bei der Resorption verloren und sie wird nun 
als Glucosephosphorsaureester mit derselben Geschwindigkeit auf- 
genommen, mit der auch Fructose in die Schleimhaut eindiffundiert. 
Das erklart also, warum alle Phosphorsadureester ebenso rasch resorbiert 
werden wie Fructose, aber Jangsamer als Glucose. 

Kin Einwand gegen diese Versuche kénnte sein, daB alle diese Phosphor- 
siureester eventuell im Darm gespalten werden. In diesem Falle wiirde 
Phosphorsaure frei und man wiirde dann eher erwarten, daB die Resorption 
der Glucose nun beschleunigt wiirde, so wie das vom Phosphatzusatz 
bekannt ist. Nachdem aber das Umgekehrte eintritt, so ist es unwahrschein- 
lich, da die Hexosephosphorséure im Darm gespalten wird. Besonders 
hierauf gerichtete Versuche konnten auch keine freie Phosphorséiure im 
Darminhalt nach der Injektion der Ester nachweisen. Ein anderer Einwand 
kénnte sich auf die Wirkung des Magnesiums beziehen, nachdem alle diese 
Ester in Form ihres Mg-Salzes eingegeben wurden. In Kontrollversuchen 
mit 3,25% MgCl,, das Zuckerlésungen zugesetzt wurde, iiberzeugte ich 
mich, dai dadurch eher eine Verminderung der Resorption zustande kommt. 
Nachdem aber die Fructosephosphorsiéureester nicht langsamer resorbiert 
wurden als die Fructose selbst, so spricht auch das dagegen, daB in den 
Versuchen mit Phosphorsiureestern das Mg-Ion hemmend gewirkt hat. 
Alle Kontrollversuche sprechen dafiir, daB die Mg-Salze der Hexosephosphor- 
saiureester im Darm nicht gespalten, sondern als solche resorbiert werden. 


Zusammenfassung. 

Die Resorption von verschiedenen Hexosephosphorsaureestern 
(Harden-Young-, Neuberg-, Robison-Ester) aus dem Darm von Ratten 
wurde untersucht. Sie werden ebenso rasch wie Fructose, aber wesentlich 
langsamer als Glucose in denselben Konzentrationen resorbiert. 


Diese Arbeit wurde unter Leitung von Prof. Dr. F. Verzar aus- 
gefiihrt. 
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Uber die Autolyse der Algen. 
Von B. Aleeff. 


(Aus dem Biologischen Laboratorium des Forschungsinstituts fiir Wasser- 
versorgung und dem Biochemischen Laboratorium des Chemo-pharmazeuti- 
schen Forschungsinstituts in Moskau.) 


(Eingegangen am 1. Dezember 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die durch Algen bewirkte Ausscheidung von organischen Stoffen 
in das umgebende Milieu kann eine wesentliche Rolle in der Anreicherung 
der offenen Gewasser an diesen Stoffen spielen. Jedoch bleibt der 
Mechanismus dieser Erscheinung, die in der letzten Zeit eine experi- 
mentelle Bestétigung erfahren hat, bis jetzt noch unklar (1) (2) (3) (5). 

Roberg und Pitter nehmen an, daB die durch Algen ausgeschiedenen 
organischen Stoffe die unbenutzten Produkte der Photosynthese darstellen, 
die in das umgebende Milieu aus den lebendigen Zellen diffundieren. Indem 
er diese Annahme auBert, weist Roberg (2) darauf hin, daB der autolytische 
Abbau der Zellbestandteile fiir die Algen nicht bewiesen worden ist. Nik7- 
tinsky und Aleeff(1)(3) verneinen die Moéglichkeit einer autolytischen 
Auflésung der organischen Stoffe abgestorbener Zellen nicht. 

Um die Rolle der Autolyse in der Anreicherung geléster organische1 
Stoffe in Algenkulturen aufzukliren, habe ich einige Versuche tiber die 
Autolyse der Algen durchgefiihrt. 

Das Material wurde aus den bakterienfreien reinen Kulturen von 
Pediastrum Boryanum und Kirchneriella lunaris erhalten, welche nach 
unseren Beobachtungen organische Stoffe im Nahrboden am energischsten 
anreichern. Die 1 Monat in Mineralnahrlésung gewachsenen Kulturen wurden 
zentrifugiert, der Algenniederschlag mit physiologischer Kochsalzlésung 
mehrmals gewaschen, in Wasser aufgeschwemmt und bei 37° unter Toluol- 
schutz der Autolyse unterworfen. Betreffs der Versuchsanordnung bzw. 
Verarbeitung sei auf die Abhandlung von L. Utkin und O. Steppuhn (4) 
verwiesen, da ich in meiner Arbeit der dort beschriebenen Methodik genau 
folgte. Es wurden Rest-N-Zuwachs (Mikro-Kjeldahl) und Aminosiuren-N - 
Zuwachs (nach Folin) bestimmt und die Resultate in Prozenten der anfang- 
lichen Proteinmenge ausgedriickt. Die Ergebnisse sind in Tabelle I zu 
finden und auf Abb. 1 graphisch dargestellt. 


Tabelle LI. 





Pediastrum Boryanum Kirchnerieila lunaris 
Versuchs- Protein-N 1,95 mg Protein-N 4,90 mg 
dauer in ee ce = : ae eer eens ss P mg 
Tagen Rest-N N H.-N Rest-N NH,-N reduzierter Zucker 
mg mg mg mg mg 

0 0,245 0,097 0,740 0,230 0,34 

3 0,350 0,121 1,850 0,340 1,77 

9 0,560 0,140 3,380 0,490 2,82 


Aus den Kurven der Abb. 1 ist zu ersehen, daB, obwohl die Autolyse 
der Algen bei den angewandten Versuchsbedingungen ziemlich langsam 
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verlauft, die wohl durch Proteinasen und Polypeptidasen vertretenen 
proteolytischen Enzyme ihre Aktivitaét selbst am 9. Tage nicht verlieren. 
Die Proteinasen von Kirchneriella, die offenbar aktiver als dieselben von 
Pediastrum erscheinen, bauen (fast 
ohne an Wirksamkeit abzunehmen) 
=== Pediastrum Borianum | die Proteine der Zellen in 9 Tagen bis 
s==Airchneriella /unaris 29 0 -« : 
zu 63°, der urspriinglichen Menge ab. 
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—--Nf-N In dem Versuch mit Kirchneriella 


wurde auch der Gehalt der autolysierenden 
tachment. Sp teeeen, Clee Fliissigkeit an reduzierenden Zuckern 
(nach Hagedorn-Jensen) bestimmt; die 
ss Menge der letzteren nahm im Laufe der 
ae re Autolyse allmahlich zu, wie man es aus 
der Tabelle ersehen kann. 

Fiir die annahernde Charakteri- 
sierung der proteolytischen Enzyme 
| wurde ein Versuch mit Pediastrum 
-4 Boryanum angestellt, welcher die Ab- 

: hangigkeit der Autolyse von der Reak- 
9 tiondes Mediums zeigen sollte. Zur Her- 
stellung der bestimmten Reaktion dien- 
ten Acetat- und Phosphatgemische. Das 
Optimum der Autolyse, das bei pu = 6 liegt 
(Abb. 2), nahert das proteolytische System 
der Algen dem der Hefe an. Wahrscheinlich 
hatte eine Reinigung der Enzyme das Optimum 
der Proteinase in die Richtung von px 5 ver- 
schoben, wie wir es im Falle des Hefe- 
kathepsins haben. 

Man kann also erwarten, daB die orga- 

nischen Bestandteile des Protoplasmas der 


Pe . . . 
iz abgestorbenen Algen auch im bakterienfreien 
0 


10 T 














% des Protein-N 








| Medium fast vollstandig in die léslichen Ab- 
40 $0 40% bauprodukte iibergehen werden, und daB die 
scares Aufspeicherung der organischen Verbindungen 
in dem von Algen bewohnten Milieu mit der Autolyse der absterbenden 
Algenzellen zusammenhangen wird. 
Zum SchluB méchte ich Herrn L. Utkin fiir seine Unterstiitzung mit 
Rat und Tat meinen besten Dank aussprechen. 
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Jahrb. f. wiss. Bot. 72, 1930. — 3) B. Aleeff, Uber die Ausscheidung von 


organischen Stoffen durch Algen, 1933 (russ.). — 4) L. Utkin u. O. Steppuhn, 
Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. IV, Teil 1, 1931. — 5) P#itter, Pfliigers 
Arch. 123, 1908; 205, 1924. 
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Vakatsauerstoff und Oxydationsquotient im Serum. 
I. Mitteilung: 
Die Methode der Vakatsauerstoffbestimmung im Serum. 


Von 
W. Roman. 


(Aus dem biologisch-chemischen Laboratorium der II. Universitatsfrauen- 
klinik ,,Louros**, Athen.) 


(Eingegangen am 7. Dezember 1934.) 


Unter ,, Vakatsauerstoff wird nach H. Miiller (1) und A. Bickel (2) 
die Menge Sauerstoff verstanden, die zur vollsténdigen Oxydation der 
organischen Substanzen des Harns erforderlich ist. Dementsprechend 
bezeichnet Bickel das Verhiltnis von Vakatsauerstoff zu Gesamt- 
stickstoff als ,,Oxydationsquotient’. Uber den Vakatsauerstoff und 
Oxydationsquotienten des Harns sind im Laufe der letzten Jahre 
zahlreiche Untersuchungen unter verschiedenen Bedingungen ausgefiihrt 
worden. 

Ks erschien uns nun von Interesse, derartige Untersuchungen des 
Vakatsauerstoffs und damit auch des Oxydationsquotienten auch im 
Blut bzw. Serum auszufiihren, da diese interessante Aufschliisse tiber 
den Oxydationsstoffwechsel zu geben versprachen. Hierbei erschien 
es jedoch praktischer, nicht den ,,Gesamtvakatsauerstoff‘ und Gesamt- 
stickstoff zu bestimmen, sondern das Serum zunachst zu enteiweiBen 
und die Bestimmungen im enteiweiBten Serum durchzufiihren, da 
hierbei durch den Wegfall der EiweiBstoffe erheblich niedrigere Werte 
erhalten werden, und so kleine Differenzen besser erkannt werden kénnen. 
Unter Vakatsauerstoff des Serums wird also bis auf weiteres der ,,Rest- 
vakatsauerstoff des enteiweiBten Serums verstanden!. 

Zur Bestimmung des Vakatsauerstoffs im Harn ist von H. Miiller (1) 
eine Methode ausgearbeitet worden, die auf der Oxydation der oxydablen 
Substanzen des Harns mit einem Gemisch von Jodat und konzentrierter 
Schwefelsiure und Riicktitration des unverbrauchten Jodats basiert. 
Diese Methode ist von H. R. Kanitz (3) vervollkommnet worden und 
gibt in dieser Form, wie auch von uns bestatigt werden konnte, bei der 
Bestimmung im Harn gut iibereinstimmende Resultate. Als Reaktions- 
gemisch wurde auch von uns die Jodatschwefelséure in der von Kanitz 
angegebenen Konzentration benutzt: 4g KJO, gelést in 40 ccm H,O 
und auf 200 ccm mit konz. H,SO, aufgefiillt. Die so bereitete Lésung 


1 Die Bestimmung des ,,Gesamtvakatsauerstoffs im nichtenteiweiBten 
Serum sei einer spéteren Arbeit vorbehalten. 
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wird gegen n/10 Natriumthiosulfatlésung eingestellt. Bei Bestimmungen 
im Harn oder rein wasserigen Lésungen kénnen auf 1 ccm Analysen- 
flissigkeit 5cem Reaktionsgemisch angewandt werden. 


Die Schwierigkeit der Methode in der von Kanitz ausgearbeiteten 
Form liegt in der Art der gleichmaBigen Erhitzung. Um eine gleichmaBige 
und dabei auch geniigend starke Erhitzung des Reaktionsgemisches 
zu erhalten, wurde von uns zunachst ein hierzu geeigneter Apparat 
konstruiert, der aus einem birnenférmigen Kolben aus Jenaer Glas 
mit eingeschliffenem aufrecht stehendem RiickfluBkiihler besteht!. 
Der Kolben kann direkt auf dem Drahtnetz mit starker Bunsenflamme 
erhitzt werden. 


Die im enteiweiBten Serum vorhandenen oxydablen Substanzen 
sind jedoch mengenmaBig so gering, und die zu erwartenden Differenzen 
so klein, daB die Methode auch durch Anderung der anzuwendenden 
Reagenzienmengen in eine Mikromethode umgewandelt werden muBte, 
um zu gut tbereinstimmenden Resultaten zu gelangen. Es erwies sich 
als geeignet, 1 ccm der Jodatschwefelsiure auf 1 ccm Analysenlésung 
anzuwenden, da hierbei der JodatiiberschuB noch groB genug ist und 
andererseits die gesamte Jodatmenge nicht zu groB ist, so daB noch 
mit n/10 Thiosulfatl6sung aus einer Mikrobiirette titriert werden kann. 
Um bei dem kleinen JodatiiberschuB auch noch in allen Fallen eine 
vollstandige Oxydation zu sichern, erwies es sich als zweckmabig, dem 
Reaktionsgemisch auBer der Jodatschwefelsiure noch 5 ccm konzen- 
trierter Schwefelséure zuzusetzen, und dieses Gemisch 1 Stunde auf 
starker Flamme zu erhitzen. 


Die Methode hat keinen Blindwert. Eine Zersetzung des Jodats 
konnte bei dieser Erhitzung, wie die Beleganalysen zeigen, nicht beob- 
achtet werden. Ebensowenig hat das Natriumwolframat, das bei der 
EnteiweiBung der Analysenlésung zugesetzt wird und das in groBen 
Konzentrationen mit dem Jodat Komplexe bildet, in den angewandten 
Konzentrationsverhaltnissen irgendwelchen EinfluB, wie gleichfalls aus 
den angegebenen Vorversuchen hervorgeht. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


3 bis 4cem Serum werden mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt 
und mit derselben Menge 10°%iger Natriumwolframatlésung und ?/,n 
Schwefelsaure, alles unter Benutzung derselben Pipette, versetzt und nach 
kurzem, kraftigem Umschiitteln des Gemisches dieses durch ein Falten- 
filter filtriert. Vom Filtrat wird 1 eem in den Kolben des Vakatsauerstoff- 
Bestimmungsapparats pipettiert. Hierzu kommen: 1 ccm der Jodatschwefel- 
siure, 5cem konz. Schwefelsiure und eine Glasperle, um das StoBen beim 


1 | ,Migos‘'-Gerat, Hersteller Artur Goldberg, Prag, Caslavska 3. 
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Kochen zu vermeiden. Um die Jodatschwefelsiure genau abmessen zu 
kénnen, ist es zweckmaBig, eine Pipette zu benutzen, die nicht auf Auslauf 
geeicht ist, sondern am unteren Ende gleichfalls eine Marke tragt. AuBerdem 
mu man die Jodatschwefelsiiure aus der Pipette langsam abflieBen lassen. 
Der auf diese Weise gefiillte Kolben wird an den Kiihler angesetzt und 
unter guter Kiihlung | Stunde mit starker, nichtleuchtender Flamme des 
Bunsenbrenners erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird der Kolben abgenommen. 
der Inhalt in einen 250 cem fassenden Erlenmeyer-Kolben iibergespiilt und 
dreimal unter Ausspiilen des Kiihlers mit ziemlich viel Wasser nachgespiilt. 
Der Erlenmeyer-Kolben wird auf dem Drahtnetz erhitzt, bis die anfanglich 
rosa bis braun gefarbte Fliissigkeit farblos geworden und auf etwa ein Drittel 
ihres Volumens eingedampft ist. Nach dem Abkiihlen wird mit Wasser 
auf das urspriingliche Volumen verdiinnt und nach Zusatz einiger Kristalle 
KJ und einiger Tropfen Starkel6sung mit n/10 Thiosulfatlésung aus einer 
Mikrobiirette auf Entfarbung titriert. Die ausgekochten Jodatlésungen 
kénnen, insbesondere bei Serienbestimmungen, ohne Gefahr stehenbleiben, 
bis die anderen Bestimmungen fertig sind, so daB alle zusammen titriert 
werden kénnen. 

Da ein Teil des Jodats auch durch Reaktion mit Cl’-lonen verbraucht 
wird (4), mu8 auch parallel der Cl’-Gehalt des Serums bestimmt werden, 
was am besten auf folgende Weise geschieht!. 1 cem des Filtrats von der 
EnteiweiBung wird nach Verdiinnen mit Wasser mit einigen Tropfen ver- 
diinnter Salpetersiure, 5cem n/50 AgNO,-Lésung und einigen Tropfen 
Kisen (III-) Ammonium-Alaunlésung versetzt und mit n/50° Ammonium- 
rhodanidlésung aus einer Mikrobiirette nach Volhard? auf Rosafarbung 
titriert. 

Berechnung. 


Da 2 KJO,-Molekeln 3 O-Atome abgeben, entsprechen 0,1869 mg von 
den organischen Substanzen verbrauchten Sauerstoffs |mg KJO,. Die 
Menge des Jodats, das durch Abgabe von Sauerstoff an die organischen 
Substanzen reduziert worden ist, ergibt sich nach Abzug der wieder- 
gefundenen Menge von der vorgelegten. Hierbei ist jedoch noch zu beriick- 
sichtigen, daB ein Teil dieser verbrauchten Jodatmenge durch Reaktion 
mit Cl’ reduziert worden ist, wobei auf 1 mg Cl’ 1,207 mg K JO, verbraucht 
werden. Da auBerdem bei der Titration 1ecem n/10 Na,S,O, 3,567mg K JO, 
und 1 cem n/50 AgNO, 0,7902 mg Cl’ entsprechen und das Serum bei det 
EnteiweiBung im Verhaltnis 1:4 verdiinnt wurde, so ergibt sich die Be 
rechnung des Vakatsauerstoffs folgendermaBen: Die bei der Chlortitration 
verbrauchten cem n/50 NH,SCN werden von 5,00 abgezogen und mit 
0,856 multipliziert, wobei sich die durch Chlor verbrauchten mg KJ O, 
ergeben. Die bei der Riicktitration erhaltenen ccm n/10 Na,S,O, werden 
von den bei Einstellung der Jodatschwefelsaiure erhaltenen abgezogen und 


' Praktisch wird auf diese Weise der Gesamthalogenidgehalt bestimmt. 
Die im Blute vorhandenen Mengen Br’ und J’, die bekanntlich (4) noch 
leichter mit JO) reagieren als Cl’, sind aber normalerweise so gering, dal} 
die Abweichung praktisch keine Rolle spielt. Bei Vorliegen gréBerer Mengen 
Br’ oder J’ miissen diese jedoch gesondert bestimmt werden, was am besten 
nach (5) geschehen kann. — 2? Die Titration nach Volhard ist infolge der 
besseren Erkennbarkeit des Umschlagspunktes der von Kanitz verwendeten 
Titration nach Mohr vorzuziehen. 
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die Differenz mit 3,567 multipliziert. Von dem hierbei erhaltenen Produkt, 
der insgesamt verbrauchten Menge K JO, in mg, wird die durch Chlor ver- 
brauchte Menge K JO, abgezogen und die Differenz dann mit 74,76 multi- 
pliziert, wobei direkt der Vakatsauerstoff in mg-°% des Serums erhalten wird. 


Beispiele und Beleganalysen. 


J odatschwefelsdure. Je leem nach Verdiinnen mit Wasser direkt 
titriert: 5,18 bzw. 5,25cem Na,S,O,;. Je 1ecem 1 Stunde im Apparat ge- 
kocht usw., behandelt nach Vorschrift, ergeben 5,25 bzw. 5,20 cem Na, S,QOs. 

EinfluB des Wolframats. Herstellung einer Lésung aus 5 cem 10 %iger 
Na, W O,-Lésung, 5 cem ?/;n H,SO, und 10 cem Wasser. Hiervon je 1 cem 
zur Analyse ergeben 5,25 bzw. 5,08 cem Na,S,O;. Dieselbe Wolframsaure- 
losung wird 1:10 verdiinnt, hiervon je 1cem zur Analyse ergeben 5,20 
bzw. 5,23 cem Na,S,QO,. 

Vakatsauerstof{f des Glykokolls. Je 1ccem einer Glykokollésung, ent- 
haltend 2 mg Glykokoll/cem, ergeben bei der Analyse 3,34 bzw. 3,46 ccm 
Na,S,O,, entsprechend 1,235mg Vakatsauerstoff, berechneter Wert 
1,268 mg*. 

Vakatsauerstoff im Serum einer stoffwechselgesunden niichternen Frau. 
Je leem des Filtrats von der EnteiweiBung ergeben bei der Analyse 4,42 
bzw. 4,36 cem Na,S,O, und 3,50 bzw. 3,58 cem n/50 NH,SCN. Das sind 
111,9 bzw. 127,8 mg-®% Vakatsauerstoff im enteiweiBten Serum. 

Vakatsauerstoff im Serum eines normal, mit Griinfutter erndhrten 
Kaninchens. Je 1cem des Filtrats von der EnteiweiBung ergeben 3,60 
bzw. 3,60 cem Na,S,O, und 3,45 bzw. 3,43cem NH,SCN.  Das_ sind 
324,2 mg-%, Vakatsauerstoff im enteiweiBten Serum. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode zur Bestimmung des ,,Restvakatsauerstoffs* 
im Serum angegeben. Die Methode beruht auf der Oxydation des 
entweiBten Serums durch Kochen mit Jodatschwefelsiure und Riick- 
titration des iiberschiissigen Jodats. Die Methode erlaubt die Be- 
stimmung des Vakatsauerstoffs mit einem durchschnittlichen Gesamt- 


fehler von 5%. 
Literatur. 
1) H. Miiller, Klin. Wochenschr. 5, 2263, 1926; diese Zeitschr. 186, 
451, 1927; ISS, 56, 1927; 213, 116, 1929. 2) A. Bickel, diese Zeitschr. 199, 


195, 1928. — 3) H. R. Kanitz, ebenda 249, 234, 1932. 4) Vgl. hierzu die 
ausfiihrliche Darstellung der Reaktion in Gmelins Handb. d. anorg. Chem., 
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416, 1929. 


* Uber Berechnung des theoretischen Wertes des Vakatsauerstoffs 
einer definierten organischen Verbindung vgl. Bickel (2). 
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Zur Chemie und Pharmakologie vergorener Nahrungsmittel. 
Von 
Werner Keil und Bodo Kritter. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Eingegangen am 15, Dezember 1934.) 


Untersuchung von ungegorenem WeiSkraut und griinen Gurken. 


Vor kurzem ist gezeigt worden, das im Sauerkrautsaft Histamin, 
Acetylcholin, Cholin und Putrescin in nicht unbetrachtlichen Mengen 
vorkommen!. Weitere Untersuchungen lehrten dann unter anderem, 


da auch der Saft saurer Gurken und zwar der sogenannten Salz- 
gurken — Acetylcholin, Cholin und Putrescin enthalt?, jedoch kein 


Histamin. Wir haben nun WeiBkohl und griine Gurken untersucht, 
um festzustellen, ob die im Sauerkohl bzw. sauren Gurken gefundenen 
Basen bereits vorgebildet sind, oder ob dieselben aus dem vorhandenen 
EKiweiB entstehen, oder ob sie aus bereits vorhandenen freien Amino- 
siuren bzw. Cholin gebildet werden. Das Ergebnis war recht iiber- 
raschend. Wahrend der WeiBkohl betrachtliche Mengen freien Arginins*® 
— der Muttersubstanz des Putrescins — enthielt und sich auch Cholin 
nachweisen lieB, vermiBten wir bei der Gurke das Vorkommen von 
Arginin und Cholin véllig. Auch Histidin lieB sich selbst bei Anwendung 
sehr groBer Kohlmengen nicht auffinden. 

Aus diesen Befunden ]aBt sich folgern, daB das im Sauerkraut 
vorhandene Putrescin zum ‘ 
zum ‘veil aus dem EiweiB des Kohls. Das Putrescin der sauren Gurken 
kann nur aus dem EiweiB der Gurke stammen. Vorgebildet kommt 
Putrescin weder in der Gurke noch im Kohl vor. Das Histamin im 
Sauerkrautsaft kann nur aus dem Kohleiwei stammen, da freies 
Histidin im Kohl nicht vorkommt und auch Histamin im Kohl nicht 
vorgebildet ist. Schwieriger ist die Entstehung des Acetylcholins zu 
erklaren. Man kénnte beim Sauerkrautsaft daran denken, daB das 
vorhandene Cholin durch den GéarungsprozeB in Acetylcholin  ver- 
wandelt witd. Dies ist jedoch bei der Gurke nicht méglich, da 
praformiertes Cholin nicht vorhanden ist. Dies zwingt zur Annahme, 


reil aus vorgebildetem Arginin stammt, 


1 W. Keil u. H. Kritter, Arch. f. exper. Pharm. 175, 736, 1934. — 
2 W. Keil u. E. Kunz, ebenda 177, 18, 1934. — * Nach E. Schulze (Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 56, 306, 1908) enthalten etioliert gezogene Pflanzen be- 
sonders viel Arginin. Da bei unseren Versuchen der Kohl viel, die Gurke 
kein Arginin enthielt, bestatigt sich also auch hier wieder der Befund 
Schulzes. 
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daB das Acetylcholin ein Stoffwechselprodukt der Garungsmikro- 
organismen darstellt. Wir sind zur Zeit damit beschaftigt, diese 
Frage zu klaren. 
Beschreibung der Versuche. 
Isolierung von Arginin und Cholin aus Weifkohl. 

17 kg trischer WeiBkohl werden durch die Fleischmaschine getrieben. 
Die Masse wird dann mit heiBern Wasser ausgezogen. Die vereinigten 
Ausziige werden durch Kieselgur filtriert. Man dampft im Vakuum auf 
etwa 500ccm ein. Da der Extrakt am Darm keine Erregung zeigt, ist 
weder Acetylcholin noch Histamin zu erwarten. Der Extrakt gibt jedoch 
eine starke Sakaguchische Reaktion, sowie eine schwache Diazoreaktion. 
Dann fallt man zur weiteren Reinigung mit Bleisubacetat. Man fallt nun 
mit Phosphorwolframsaure die Basen aus, die in iiblicher Weise mit Baryt 
zersetzt wurden. Die freien Basen werden mit Flaviansaure gefallt. Die 
Fallung besteht aus Argininflavianat und Kaliumflavianat. Sie wird in 
iiblicher Weise mit Baryt zersetzt. Da die erhaltenen freien Basen auBer 
der Sakaguchischen Reaktion noch die Diazoreaktion zeigen, wurden sie 
nach dem Kutscherschen Verfahren mit Silbernitrat und Ammoniak bzw. 
Baryt in die Histidin-, Arginin- und Lysinfraktion verwandelt. Die Histidin- 
fraktion ist jedoch so gering eine gerade sichtbare Triibung —, daB sie 
nicht weiter untersucht werden kann. Die Silbersalze der Argininfraktion 
werden mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Die Lésung der freien Basen 
wird mit Salpeterséiure angesiuert (schwach kongosauer). Man kocht mit 
Kupfercarbonat. Aus der tief blauen, zum diinnen Sirup eingedampften 
Losung kristallisieren 0,83 g Argininkupfernitrat aus. Das umkristallisierte 
Salz wurde lufttrocken zur Analyse benutzt. 

6,665 mg Substanz gaben 0,895 mg CuO. 

Co Hog N90 ,9Cu + 3H,O (589,9). Ber.: Cu 10,77%, gef.: Cu 10,83 %. 

Fp.: 114° (unkorr.) verlangt 112 bis 114°. 

Die bei 130° entwasserte Substanz zeigte folgende Werte: 

7,010 mg Substanz gaben 1,005 mg CuO. 

Cyp Hog Ny) O,9Cu (535,9). Ber.: Cu 11,86%, gef.: Cu 11,98%. 

Fp.: 234/36° (unkorr.) verlangt 232/34°. 

Das Filtrat der Flaviansaurefallung wird nun mit 5g Reineckesalz, 
gelést in 50° warmem Wasser, ausgefallt. Das ausgefillte Reineckat wird 
abgesaugt. Man wascht mit Wasser, dann mit Alkohol und Ather. Das 
Reineckat zeigte einen Fp. von 281/84° (unkorr.). (Fiir Cholinreineckat 
verlangt 281/84°.) Das Reineckat wird mit Silberacetat zerlegt. Man 
fallt die eingedampfte Acetatlésung mit Goldchloridchlorwasserstoffsaure 
aus. Es wurden 0,2 g reines Cholinchloroaurat erhalten. 


6,125 mg Substanz gaben 2,735 mg Au. 
C;H,,NOAuClI, (443,1). Ber.: Au 44,50%, gef.: Au 44,65 %,. 


Ip.: 267° (unkorr.), verlangt 267°. 


Untersuchung von griinen Gurken. 


20 kg Gurken werden durch die Fleischmaschine getrieben. Aus dem 
Brei wird der Saft mit einer Presse abgepreBt. Man dampft auf ein kleines 
Yolumen ein. Der Saft zeigt keine Erregung am isolierten Rattendarm. 
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Man fallt zur weiteren Reinigung mit Bleisubacetat, nach Abfiltrieren des 
Bleiniederschlags fallt man den Uberschu8 an Blei vorsichtig mit Schwefel- 
siure aus. Die Halfte des Saftes wird gleich mit Reineckesalz gefallt. Die 
andere Halfte wird iiber das Phosphorwolframat in die freien Basen ver- 
wandelt. Die daraus dargestellte Argininfraktion ist ein Sirup von wenigen 
Milligramm. Sie farbt sich weder mit Kupfercarbonat beim Kochen blau, 
noch gibt sie eine Fallung mit Flaviansiure. Die Sakaguchische Reaktion 
ist schwach positiv. Arginin ist also in gewichtsmaBigen Mengen nicht 
nachzuweisen. Aus der Reineckatfallung (Fp. iiber 300°!) kann kein Gold- 
salz gewonnen werden. Auch bei der Aufarbeitung iiber die Phosphor- 
wolframsaurefallung wird kein Cholin in der Lysinfraktion, weder als 
Reineckat noch als Chloroaurat, gefunden. 


Uber den Verlauf der Gurkengdrung. 
(Unter Mitarbeit von Anneliese Vogler.) 


Bei der Herstellung der Salzgurken wird in den meisten Haushaltungen 
und Fabriken derart verfahren, daB saubere, nicht zu groBe grime Gurken 
in einem Steintopf bzw. ein FaB geschichtet und mit Salzwasser iibergossen 
werden. Im Haushalt fiir den sofortigen Verbrauch wird oft eine recht 
schwache Salzlésung (etwa 1 bis 1'/,°) verwendet, wihrend zum langeren 
Haltbarmachen stirkere Salzlésungen verwandt werden miissen. Da der 
Vorgang der Gurkengarung ein vorwiegend aerober ist, so l4Bt sich durch 
Zuschlagen des Fasses, woméglich verbunden mit Kalte, der Vorgang 
verlangsamen, waihrend durch Warmstellen an die Luft der Vorgang be- 
schleunigt wird. Damit die Gurken alle unter dem Wasserspiegel liegen, 
werden sie durch ein Brett beschwert. Bereits nach 24 Stunden beginnt 
die Garung unter Bildung von Kohlensaéure. Das py sinkt in kurzer Zeit 
(2 bis 4 Tagen) auf etwa 4 ab. Nun hort die Gasentwicklung auf. Die 
milchig getriibte Fliissigkeit zeigt unter dem Mikroskop das Bild einer fast 
volligen Reinkultur von Milchséiurebakterien!. Diesem Zustand macht 
allmahlich im Laufe von etwa 8 bis 14 Tagen ein anderer Platz, bei dem 
sich die Fliissigkeit wieder klart und die Bakterien sich als dicker Schlamm 
auf dem Boden absetzen. Dies ist etwa der Zeitpunkt, an dem die Gurken 
am schmackhaftesten sind. Inzwischen hat sich auf dem Saft eine dicke 
Kahmhefenschicht (vorwiegend Oidium lactis) angesammelt. Diese wird 
in Betrieben regelmaBig entfernt. Entfernt man sie nicht, so kommt es 
langsam wieder zur Entsaéuerung, bis schlieBlich bei alkalischer Reaktion 
stinkende Fiaulnis einsetzt. Wahrend dieser Zeit zerfallen die Gurken 
allmahlich. Man sieht also, daB der Vorgang der Bildung saurer Gurken 
ein ganz ahnlicher ist, wie es Wehmer? fiir die Sauerkrautgérung beschreibt. 


Die Bildung von Acetylcholin beginnt nun erst nach einer gewissen 
Zeit. Anscheinend erst, wenn die Bakterien anfangen abzusterben. 
Wahrend der Garung nimmt natiirlich der Gehalt des Saftes an léslichen 
Stickstoffsubstanzen allmahlich zu, dagegen ist es auffallend, daB der 
Wassergehalt der Gurke recht konstant bleibt. Er betrug bei uns. 
obwoh] zu jeder Bestimmung eine andere Gurke genommen wurde, 


! Wahrscheinlich Bact. cucurmeris fermentati (Henneberg). — 


2 C. Wehmer, Centralbl. f. Bakt. (2) 14, H. 22, 1905. 
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gleichmabig 98,2. Aus der nachfolgenden Tabelle sind die Stickstoff- 
werte, pu, EiweiBwerte und die Acetylcholinwerte wahrend einer 
20tagigen Gurkengaérung zu ersehen. 





Tage i P , Loslie Gesz -N Liwe Tage 
Te Nik came er Oommen | ge | 
dem PH im Saft im Saft | Gurke Gurke Gurke dem cholin * 
Ansatz mg-9/» mg-°/ mg-° 5 mg-9/, mg-°/, Ansatz 
1 6,5 0,0 15,4 74,6 118,0 735,0 | 1—5 | 0,0 
3 4.3 15,4 46.6 69,9 154,0 963,0 6 +? 
5 4.1 47,6 84,0 97,9 123,0 788.0 7 + 
1 4,1 46,2 93,8 97,9 | 207,0 12670 8 1 : 250 900 
9 3,9 53,2 92.4 108,0 157,0 980,0 9 1: 149000 
11 4,3 70,0 126.0 ; 115,0 157.0 980,0 10 1: 125 000 
13 48 72,8 147,0 | 131,0 182.0 1138.0 14 1: 50000 
15 5,2 67,2 135,8 108,0 161,0 —1033,0 15 1: 40000 
17 5,8 74,2 126,0 91,8 182,0 1138,0 


* Am isolierten Rattendiinndarm bestimmt. 


Zu der Tabelle ist noch folgendes zu sagen: wenn die Werte fiir léslichen 
Stickstoff und Eiwei®stickstoff, bestimmt nach Virtanen', nicht so gute 
Werte liefern, wie der Saft, so muB man bedenken, da® es kaum médglich 
ist, hier v6llig gleichmaBige Gurkenstiicke zu verwenden. Es laBt sich nicht 
vermeiden, da die Stiicke manchmal etwas mehr oder weniger der besonders 
eiweiBreichen Kerne enthalten. Immerhin sieht man recht deutlich, daB 
bei der Gurkengarung ein Verlust an Eiwei® nicht auftritt. Dieser kommt 
erst spaiter, wenn durch die Faulnis Bakterien mit proteolytischen Fermenten 
einwandern und mit der Zersetzung beginnen. Diese zersetzen nicht nur 
das in der Gurke vorhandene Eiwei®B, sondern zerst6ren auch das Acetyl- 
cholin, sobald alkalische Reaktion einsetzt. Ganz besonders auffallend ist 
jedoch der aus der Tabelle hervorgehende Gewinn an Stickstoff. Der Gesamt- 
stickstoff von Gurken mit Saft steigt wahrend der Garung um fast 100%. Wir 
haben deshalb diesen Vorgang, der ganz besondere Bedeutung fiir das Silage- 
verfahren besitzt, noch durch Garung mit reinem GurkenpreBsaft nach- 
geprift. Der Saft zeigte nach Filtrieren einen Stickstoffgehalt von 336 mg-%, 
nach 14tagiger Garung jedoch einen Stickstoffgehalt von 502 mg-%. Wir 
sind zur Zeit mit der Aufklirung dieser Frage noch beschaftigt, doch 
méchten wir vorlaufig unter Vorbehalt der Méglichkeit eines Fehlers unserer 
Versuchsanordnung annehmen, da diese Garungsmikroorganismen in der 
Lage sind, Stickstoff aus der Luft zu sammeln. 


Zur weiteren Erforschung der Acetylcholinbildung wurde Cholin 
dem Gurkensaft zugesetzt, um zu sehen, ob aus demselben Acetylcholin 
gebildet wird. Das zugesetzte Cholin erhéht jedoch die Ausbeute an 
Acetylcholin nicht! Gibt man z. B. zu 500 ccm Gurkensaft 1 g Cholin- 
chlorid, so verlauft die Garung genau so wie ohne den Zusatz. Nach 
etwa 14 Tagen wird der Acetylcholinwert von 1: 40000 erreicht. Uber 
diesen hinaus geht die Garung nicht. Es bestatigt sich also indirekt 
unsere Vermutung von friiher, daB das gesamte Cholin des Gurken- 


1 ©. A. Virtanen, Schweiz. Landw. Monatsh., H. 10, 1932. 
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saftes als Acetylcholin vorliegt, da nach den oben beschriebenen Er- 
gebnissen Cholin in der Gurke nicht in analytisch faBbaren Mengen 
aufgefunden wurde. 

Wir haben nun versucht, festzustellen, welche Mikroorganismen 
fiir die Bildung des Acetylcholins verantwortlich sind. Es war nahe- 
liegend, zuerst an die so massenhaft vorhandenen Milchsdurebakterien 
zu denken. ‘Tatsachlich lieB sich dies Bakterium leicht rein ziichten. 
Ks bidet sowohl auf sterilisiertem Gurkensaft, wie auf reinen nur mit 
anorganischen Salzen und Ammoniumlactat versetzten Zuckerlésungen 
Acetylcholin. Uber die Einzelheiten der Reinziichtung und Bestimmung 
dieses Milchsdurebazillus, sowie tiber die Fahigkeit anderer Mikro- 
organismen Acetylcholin zu bilden, werden wir spater berichten. 


Zusammenfassung. 

Die Garung der Salzgurken durchlauft etwa dieselben Stadien 
wie die Sauerkrautgérung. Als Haupttriger der Sauerung sind gewisse 
Milchséurebakterien anzusehen, die zugleich das Acetylcholin  bilden. 
Die Acetylcholinbildung findet auch auf. sterilisiertem Gurkensaft 
nach Animpfung mit den Milchséurebakterien statt. Zusatz von Cholin 
bewirkt keine Mehrbildung von Acetylcholin. 

Durch die Gurkengarung findet kein Verlust an EiweiB statt. 
Aus enteiweiBtem Extrakt vom Kohl konnte sowohl Arginin als Kupfer- 
nitrat-Doppelsalz wie Cholin als Chloroaurat isoliert werden. Pro Kilo- 
gramm Kohl wurden etwa 20mg Arginin bzw. 3 mg Cholinchlorid 
gefunden. Aus 20 kg Gurken konnte kein Arginin oder Cholin isoliert 
werden. 

Die in Sauerkraut bzw. saurem Gurkensaft aufgefundenen Basen — 
Acetylcholin, Histamin und Putrescin — entstehen durch die Garung. 
Putrescin entsteht bei der Garung der Gurken nur aus dem Arginin des 
GurkeneiweiBes, beim Kohl zum Teil auch aus dem bereits vorhandenen 
Arginin. Histamin entsteht bei der Krautsiuerung aus dem Histidin 
des KohleiweiBes, da kein priformiertes Histidin im Kohl vorhanden ist. 
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Uber enzymatische Klirung von Fruchtsiften und Sii6mosten. 
Ill. Mitteilung: 
Neue Untersuchungen iiber die Spontanklirung und die Klirung mit 
Filtrationsenzymen. 
Von 
Alfred Mehlitz und Heinrich Maass. 
(Aus der Wissenschaftlichen Abteilung der Versuchsstation fiir Obst-, 
Gemiise- und girungslose Friichteverwertung, Geisenheim a. Rh.) 
(Eingegangen am 20. Dezember 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer Arbeit tiber Veranderung der Fruchtsafte bei der spontanen 
Kliarung und enzymatischen Behandlung mit Filtrationsenzymen 
wurden die Ergebnisse unserer friiheren Untersuchungen der Selbst- 
kldrung durch safteigene Pektase niedergelegt (1). 

Es wurde gefunden, daf dieser Klarungsvorgang die Entstabilisierung 
eines kolloiden Systems darstellt, die durch enzymatische Vorgange ein- 
geleitet wird. Sie ist meistens begleitet von einer schnell einsetzenden, 
dann allmahlich abklingenden Verminderung der Viskositat der frisch 
gepreBten Safte, mit der gleichzeitig eine Pektinabnahme einhergeht. 
Wahrend bei langerer Lagerung der Safte die Viskositat allmahlich einen 
Grenzwert erreicht, der sich praktisch kaum noch andert, verschwindet das 
Pektin véllig, d.h. es geht im wesentlichen in unléslicher Form in den 
Klarungsniederschlag iiber. Weitere Untersuchungen ergaben, da® das 
Pektin in hohem Grade trubstabilisierende Kraft besitzt und daB letztere 
von der Pektinkonzentration abhangig ist. Die erwahnten Arbeiten ergaben 
beziiglich der Spontanklarung zusammenfassend, daB diese auf eine Pektase- 
wirkung zuriickzufiihren ist, durch welche trubstabilisierendes Pektin 
demethoxyliert, damit seine Schutzkolloidwirkung verliert und als un- 
lésliches Pektinderivat in Form eines voluminésen, flockigen Niederschlags 
ausgefallt wird. 

Vorstehende Ergebnisse veranlaBten uns, den Nachweis zu er- 
bringen, daB die Spontanklairung im allgemeinen bei allen Fruchtsaften 
auf eine Pektasewirkung zuriickzufiihren ist. Unsere Theorie der Selbst- 
klarung konnte erst dann als erwiesen gelten, wenn es gelang, mit ver- 
schiedenen PreBsiften, ganz besonders auch mit den bisher noch nicht 
untersuchten Stein- und Beerenobstsaiften, Pektasekoagulationen in 
Form von festen sowie stiickigen Gallerten (2) oder feinflockigen Nieder- 
schlagen (3) unter Beriicksichtigung optimaler Bedingungen (4) herbei- 
zufiihren. AuBerdem sahen wir uns veranlaBt, den zeitlichen Verlauf 
der Spontankiérung eingehender zu studieren. Weiter war anzunehmen, 
daB der Klarungs-,,Aufbruch* (1. ¢.) in einer Beziehung zum Pektin- 
und Pektasegehalt frischer PreBsafte steht. 

Ein sehr wichtiges Ergebnis ist ferner die Erkenntnis, daB das 
Pektin zum Zwecke einer die Qualitét der Safte schonenden, sicheren 
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und schnellen KjJaérung abgebaut werden mu. Dies geschieht nach 
dem Stande der heutigen Technik am vorteilhaftesten mit Hilfe von 
Filtrationsenzymen. 

Das Wesen der enzymatischen Klarung beruht hierbei auf einer 
Pektolasewirkung (5), die den Abbau des Tetra-Galakturonsiurekomplexes 
des Pektinmolekiils in lésliche Mono-Galakturonséiure herbeifiihrt. Die 
pektolytische Wertigkeit eines Filtrationsenzympraparates ist somit ab- 
hangig von seinem Pektolasegehalt. Sie wird nach einem in dieser Zeit- 
schrift (6) veréffentlichten Verfahren ermittelt und durch die unter be- 
stimmten Bedingungen abgebaute Pektinmenge einer Standardpektin- 
losung ausgedriickt. 

Hinsichtlich der enzymatischen Klérung mit Hilfe von Filtrations- 
enzymen waren eingehende Untersuchungen tiber die Klérungsgeschwin- 
digkeit und den KinfluB der Pektolasekonzentration auf diese erforderlich. 
Es erschien uns daher besonders wichtig, die Klarungsvorgange inner- 
halb kurzer Zeitintervalle zu verfolgen. Daneben bestand auch gewisses 
praktisches Interesse an der Klarwirkung eines gelatinehaltigen Versuchs- 
Enzympiaparates!, bei dem ein zusatzlicher Ausflockungseffekt  er- 
wartet werden konnte. 

Das Endziel unserer oben angefiihrten Problemstellungen war die 
genaue Erforschung des enzymatischen Klaéiungsvorganges in seiner 
Gesamtheit. Es war namlich auf Grund orientierender Versuche anzu- 
nehmen, daB die Pektolyse bei beginnender (Autbruch) und sogar 
gerade abgeschlossener Sed:mentierung des entstabilisierten Trubes 
nicht beendet ist. Vielmehr neigten wir zu der Ansicht, daB diese 
auBerlich e:kennbaren Vorgange, die auf Grund unserer friiheren 
Feststellungen von einer Pektin- und Viskositatsabnahme begleitet 
sind, Teilerscheinungen des gesamten enzymatischen Prozesses sind. 

In den Rahmen des Ablaufes der Pektolyse fallt die durch Beginn 
und Ende der Sedimentierung des Trubes sichtbar in Erscheinung 
tretende Phase. Gelegentlich unserer friiheren Untersuchungen konnten 
wir feststellen, daB der Klaérungsaufbruch bei der Spontanklarung erst 
zu einem Zeitpunkt einsetzt, bei dem der Pektingehalt der Safte etwa 
unter 50 mg-°%, Ca-Pektat sank. Wichtig erschien uns die Frage, ob 
eine Entstabilisierung des Trubes unter dem PektolaseeinfluB bei 
gleichen Pektinmengenverhaltnissen stattfindet. AuBerdem konnte man 
vermuten, daB die Pektolyse dariiber hinaus und sogar nach vollendeter 
Sedimentierung weiter bis zum _ restlosen Pektinabbau fortschreitet. 
Mit dem volligen AbschluB der Pektolyse war gleichzeitig anzunehmen, 
daB die Viskositét ihren Grenzwert erreichte. Fiir die Praxis sind 
dahingehende Untersuchungen zweifellos von groBer Bedeutung, 
da sie geeignet erscheinen, wertvolle Fingerzeige fiir die Entwicklung 

1 Das Versuchspriiparat wurde uns dankenswerterweise von der Firma 
I. G. Farbenindustrie A.-G. zur Verfiigung gestellt. 
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der enzymatischen Klarungstechnik zu liefern. Alle oben genannten 
Probleme boten endlich noch einen besonderen Anreiz, an Friichten 
in verschiedenen Reifestadien verfolgt zu werden. Aus diesem Grunde 
erstreckten sich unsere nachfolgenden Studien auch auf reifende Trauben 
gleicher Herkunft (Rheingauer Riesling 1934 aus der Lage ,,Geisen- 
heimer Mauerchen“), wodurch ein gewissermafen einheitliches Test- 
material gewahrleistet war. 


Versuchsbeschreibung. 


Die folgenden Untersuchungen wurden an Erdbeer-, Kirsch-, Himbeer-, 
Johannisbeer-, Stachelbeer-, Apfel-, Birnen- und Traubensaéften durch- 
gefiihrt. Die Friichte wurden in iiblicher Weise gemahlen und auf einer 
Spindelpresse gekeltert. Dabei wurden die in der Tabelle I aufgefiihrten 
Saftausbeuten erzielt, die bei manchen Friichten infolge des sehr trockenen 





110 
100 
# 
80 
7 70 
3 60 
250 
Sw 
30 
20+ 


ps 











+——+__{__{__} J 


{\ ° 
— 
| 


























a a a a 
Pektin 





Abb. 1. 


Sommers 1934 durchschnittlich geringer als gewohnlich ausfielen und im 
Zusammenhang damit gegeniiber normalen Erntejahren mancherlei Ab- 
weichungen in der Zusammensetzung (teilweise hohe Mostgewichte, geringe 
Sauregehalte usw.) aufwiesen. Alle Safte wurden gleich nach der Kelterung 
mit L°/), Natriumbenzoat konserviert. Eine Hemmung der hier in Frage 
kommenden enzymatischen Vorgange findet dadurch nach dem Ergebnis 
friiherer Untersuchungen nicht statt. 


Zur Charakteristik der einzelnen Fruchtsaéfte war eine allgemeine 
Mostanalyse der frischen Keltersifte notwendig. Sie erstreckte sich auf 
die Ermittlung des Mostgewichts (spezifisches Gewicht nach Ochsle), des 
refraktometrisch festgestellten Extraktgehalts, der Titrationsaziditat, 
des py, des Pektingehalts und der Viskositét. Der Pektingehalt wurde 
nach der Calciumpektatmethode (7) bestimmt. Da die Genauigkeit der 
Methode bei geringen Pektinmengen, wie solche bei der Mehrzahl der Safte 
vorliegen, von bestimmten Voraussetzungen abhangig ist, war es erforderlich, 
nach den bereits friiher beschriebenen Arbeitsvorschriften (8) zu verfahren. 
Die Viskositat wurde mit dem Ostwaldschen Viskosimeter (10 ccm) bestimmt. 


An der Tabelle I interessieren insbesondere die Spalten 7 und 8. 


Bereits friher wurde auf eine auffallige Abhangigkeit der Viskositat 
vom Pektingehalt (l.c.) hingewiesen. Diese Tatsache bildete damals 














Nae matinee santa Ile PM As pa gos Ka 


‘yUIWY8eq 3yOIU = ‘q°* 
99] 98% OO! Ud1IEG BIJOWWITORIGA PUN SI[NB] 
OF cl F6I € 62 * " "  Ueleog] SFLO1IEGD O6lOM TS} 
8 FI ag 06 9‘sT eS ho Ng ee ted ah i 
9 FT gor LI 89 " "+ flea “usdeeg eUleTy Yorpwerz 
I Ltt F9T 9°F9 " " * * FOTUN YOU[USs STOTT, 
Oot 0'°CZ eel 9°e9 _- = gee: ave 
‘ueqned J, 
96l €% OST TI9 wohaee cae RE ae eee ee 
VOL Sit OFT g¢ eF9 Se ee a ee ‘ (doysogq)  “ 
8°e1 Vu 1 9g s‘T9 SS oe oo 
OTT ¥9 8°8 €§ 9°99 " * * (WleysseurueR soysrayy) = * 
OTT uaindg GE] OTT LP L‘89 "+ + * (gqyjouey-sousedueyy) joydy 
9°96 6LT etl 9'OT &F ees SS FS ee ee res 
PLP FOE 0°6E FTI cy €'E¢ oS * * Medeodstuueqor 
Gl LG GGG g‘eT €¢ egg je ee or *  WoqosITyIONVG 
oe 6E¢ 3 28 cg 69 eo 8 ae > ah oh Si 
‘TA O1% 60T 0'8 661 82 0°08 ~ e S eee 
Te O'€g 99€ Vl ‘q'a OF O'CF pe ; Fate ea i 
TA 0 F0T TOP L‘eI ie ¥E lor pote ee Se el ee ‘“ 
pt ie 0°26 168 sl ‘01 68 0'9F as St ee ee 


If]. 


= 
=| 
© 
> 
T 
fe) 
S 
q 
=| 
A 
el 
a 
T, 
— 
=} 
4 
g 
=| 
= 
«1 
i 
nd 
~ 
a 
% 
Pe} 
= 
a=; 
i) 
3S 
s 
= 
ica 
aa 
¢ 
& 
~ 
- 
of 
= 
S 
s 
~ 
a 
23 
= 
i 
© 
P| 


vues (0 061 19q WDD 0OT o-TPAHIEN | yreyod O1S49D) © fo" 
v8'6 WOM ul }Byyeg : ~PHBIGXG 
Beq01104 “10S8¥\\) =e) se IRIUpPIze 9/4 yqoImes ayneqsne UdPLBVS 


IRUSONSIA UlyId Su “SHOE UL  uonyeajoy 80K “WES 





Uber enzymatisc 


T P1199 @L 

















70 A. Mehlitz u. H. Maass: 


einen wesentlichen Anla8 zur Aufstellung unserer enzymatischen 
Klarungstheorien. Um einen Einblick in die erwihnten Abhangigkeits- 
verhaltnisse der Viskositat vom Pektingehalt zu veranschaulichen, geben 
wir hiervon in der vorhergehenden Abb. 1 eine graphische Darstellung. 

Die Abb. 1 lehrt, daB die Abhangigkeit der Viskositét vom 
Pektingehalt in dem Kurvenabschnitt der niederen Werte besonders 
gut zum Ausdruck kommt. Lediglich in dem Abschnitt der héheren 
Pektin- und Viskositatswerte macht sich eine gewisse Streuung  be- 
merkbar, die offenbar in den bekannten Ungenauigkeiten bei der 
Viskositaétsmessung mit Hilfe des Ostwaldschen Viskosimeters und teil- 
weise auch in den Differenzen der Gehalte an echt gelésten Extrakt- 
stoffen ihre Ursachen haben (siehe Abb. 3). 


Der Nachweis von Pektase in Fruchtsiften und der zeitliche Verlauf der 
Spontanklirung. 

In einer Versuchsreihe wurde bei verschiedenen Fruchtsaftarten 
die Spontanklarung einer dauernden Beobachtung unterzogen. 

Zu diesem Zwecke wurden je 2 Liter der frisch gepreBten und konser- 
vierten Safte in gleichférmige Flaschen gegeben und verschlossen. Daneben 
wurden je 10cem Fruchtsaft mit 100 cem einer 2% Ca-Pektat liefernden 
Apfelpektinlésung [Pomosinextrakt KOL mit 0,3°, CaCl, (9)] versetzt 
und unter giinstigen Bedingungen der Pektasekoagulation unterworfen. 
Da der Ausfall der Pektasekoagulation, wie der eine von uns schon friiher 
feststellte, bei py = 4,8 bis 5,0 optimal verlauft (1. ¢.), so wurde in den ver- 
schiedenen Koagulationsansatzen der Fruchtsafte die Wasserstoffionen- 
konzentration durch Alkalizugaben in diesem Sinne reguliert. 

Bei der Durchfiihrung dieser Versuche wurden folgende Beob- 
achtungen gemacht, die sich auf die Ermittlung der Aufbruchszeit 
und der Sedimentierungsbeendigung sowie auf die Angaben der bei 
letzterer festgestellten Sedimenthéhen erstreckten. AuBerdem wurden 
mitunter auch Eiweibbestimmungen vor und nach der Sedimentierung 
durchgefiihrt, um AufschluB iber den Verbleib der Stickstoffsubstanzen 
unter dem EinfluB8 der Trubausscheidung zu erhalten. 

Der Tabelle II entnehmen wir aus der 6. Spalte, daB alle unter- 
suchten Fruchtsafte bei ausreichendem Pektinzusatz sichtbare Pektase- 
koagulate in Form von festen Gallerten oder vereinzelten, kleinen 
Gallertstiicken lieferten. Damit war die Anwesenheit von Pektase in 
allen Fruchtsdften eindeutig nachgewiesen. Bei Betrachtung der 3. und 
6. Spalte fallt eine ziemlich gute Ubereinstimmung des Klarungs- 
aufbruchs mit der Dauer der Pektasekoagulation auf. Je kiirzer die 
Koagulationsdauer ist, desto friiher tritt der Sedimentierungsbeginn 
ein. Daraus folgt, dap der Klarungsbeginn vom Pektasegehalt abhangig ist. 
Es erscheint demnach mdglich, den Sedimentierungsbeginn, vielleicht 
auch die Klarungsgeschwindigkeit oder die Koagulation mit ausreichen- 
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A. Mehlitz u. H. Maass: 


den Pektinzusatzen als Hilfsmittel zur Bestimmung des Pektasegehalts 
von Fruchtsaften heranzuziehen. Eine Methode zur Pektasebestimmung 
werden wir spaiter ver6ffentlichen. Wir méchten an dieser Stelle auch 
noch bemerken, da es sich bei den obigen Zeitangaben fiir die Koagu- 
lationsdauer nur um annadhernde Werte handelt. Eine exakte Fest- 
stellung des Koagulationsbeginns lieB sich mit den zur Zeit vorhandenen 
Hilfsmitteln leider nicht durchfihren. 


Bei dem Versuch mit Stachelbeeren war iiberhaupt keine Neigung zur 
Sedimentierung zu erkennen. Trotzdem hat, wie aus dem Koagulations- 
ergebnis ersichtlich ist, eine relativ starke Pektasewirkung stattgefunden. 
Sie auBerte sich auffallenderweise nicht in Gestalt eines feinflockigen 
Pektasekoagulats (Sediment), sondern in Form einer voluminésen Gallerte, 
die das gesamte Saftvolumen ausfiillte. Zum Unterschied einer stark 
pektinhaltigen, festen Gallerte ware die obige Gallertform treffender als 
Gallertskelett zu bezeichnen. Ahnliche Gallertskelette wurden auch bei 
den Versuchen mit Erdbeer-, Himbeer- und Johannisbeersaft beobachtet. 
Zum Unterschied vom Versuch 8 konnte aber ein schnelleres Zusammen- 
sinken des Gallertskelettes bis auf beinahe die Halfte des Saftvolumens 
festgestellt werden. Als ein weiteres Hindernis bei der Beobachtung der 
Spontanklarung ergab sich ein bei Apfeln und Birnen auftretender, un- 
durchsichtiger, rotbrauner Schleier, der auf Grund qualitativer Unter- 
suchungen auf die Anwesenheit kolloid geléster Gerbstoff- bzw. Gerbstoff 
eiweiBsubstanzen (10) zuriickzufiihren war. Bei manchen gerbstoffreichen 
Birnensorten treten derartige Erscheinungen auch in normalen Erntejahren 
auf, hingegen haben wir bei fast ausschlieBlich aus der hiesigen Gegend 
stammenden Apfeln in diesem iiberaus trockenen Jahre erstmalig durch 
Gerbstoff verursachte, auBerst schwer absetzende und fein dispergierte 
Triibungen feststellen kénnen. Da wegen dieser Verschleierung bei den 
Versuchen 9 bis 11 und 13 die Ausflockungsvorginge auBerlich nicht beob- 
achtet werden konnten, so muBten zur Feststellung der Pektasewirkung 
die Koagulationsergebnisse und die Viskositaéts- und Pektinabnahmen (siehe 
Tabelle IIL) herangezogen werden. Der Versuch 12 (Apfel), bei dem nord- 
deutsches Obst Verwendung fand, verlief hinsichtlich der Spontanklérung 
dagegen vollkommen normal. 


Bei den EiweiBbestimmungen vor und nach der Sedimentierung 
konnten recht interessante Feststellungen gemacht werden. So wurde bei 
Stachelbeersaft ein Verlust an Eiwei8 von iiber einem Drittel beobachtet. 
Eine noch wesentlich gréBere EiweiBausscheidung konnten wir beim Ver- 
such 13 (Birnen) wahrnehmen. Dort betrug der Eiwei8verlust zwei Drittel. 
Im Gegensatz hierzu haben wir bei den Versuchen 9 bis 11 praktisch keine 
EiweiBabnahmen festgestellt. Offenbar laBt sich diese Erscheinung durch 
die unvollstandige Sedimentierung erkliren. Einen durch den Klarungs- 
vorgang sehr starken EiweiBverlust hatten wir beim Versuch 14 (Trauben) 
zu verzeichnen. Hier ging der EiweiBgehalt um vier Fiinftel zuriick. Eine 
Erklarung hierfiir ist in der unreifen Beschaffenheit der zur Kelterung 
gelangten Trauben hinreichend vorhanden. Im iibrigen bestehen bei fort- 
schreitender Traubenreife im EiweiBgehalt der Moste vor und nach der 
Sedimentierung kaum beachtliche Unterschiede. Einzelne Ergebnisse der 
EiweiBbestimmungen sind an sich ganz interessant, fiir den eigentlichen 
Klarungsvorgang aber durchaus bedeutungslos. 
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In einer weiteren Versuchsreihe wurden nun zum _ eingehenderen 
Studium der Spontanklirung Viskositaétsmessungen und Pektinbestimmun- 
gen vorgenommen. Neben jedem Spontanklirungsversuch wurden ferner 
jeweils eine mit 2° ,, Filtrationsenzym ,, Layer‘ (Filtragol) versetzte Parallel- 
probe beobachtet. Die Probeentnahmen erfolgten aus den oberen Schichten 
der in vollig ruhigem Zustande befindlichen Safte. Bei Vorliegen von 
Gallertskeletten wurde der zur Untersuchung erforderliche Saft dureh 
Separieren mittels Zentrifuge isoliert. Im iibrigen erfolgten die Probe- 
nahmen aus nachfolgenden Anlassen: Die erste Entnahme fand gleich 
nach der Kelterung der Friichte statt. Die zweite Untersuchung geschah 
in dem Zeitpunkt, in welchem der Klarungsaufbruch der mit Filtrations- 
enzym fermentierten Parallelproben einsetzte. Weitere Untersuchungen 
wurden in dem Augenblick vorgenommen, in welchem der bei den meisten 
Fruchtsaften erkennbare Aufbruch (s. oben) im Spontanklérungsansatz 
erfolgte. SchlieBlich wurden noch Proben bei Vorliegen des Viskositats- 
grenzwertes, also nach beendigter Sedimentierung, entnommen. 

Zum _ besseren Versténdnis der Tabelle II] sei an dieser Stelle 
vorweg bemerkt, da der Klarungsaufbruch bei den fermentierten Parallel- 
proben fast ausschlieBlich nach wenigen Stunden erfolgte (s. Tabelle V). 
Abgesehen von den Versuchen mit SiiB- und Sauerkirschen, waren die 
Pektinwerte in den Spontanklirungsansétzen zur Zeit des Aufbruchs der 
fermentierten Safte (B) meist nur ganz unwesentlich gesunken. Dem: 
entsprechend waren auch die Viskositéitsabnahmen nur gering. Ausnahmen 
von dieser allgemeinen Erscheinung machen, wie schon erwahnt, nur die 
SiiB- und Sauerkirschen. Diese Safte besaBen ganz unerwartet viel Pektase. 
Man kann sagen, daB diese Moste praktisch sofort nach der Kelterung zur 
Selbstklarung neigten. Obwohl der SiiSkirschensaft immerhin noch einen 
Anfangspektingehalt von 109 mg Ca-Pektat/100 cem aufwies, war dieser 
in einer Zeit von 2 Stunden so gut wie restlos verschwunden. Die Sauer- 
kirschen hatten im Gegensatz hierzu von vornherein so wenig Pektin, daB 
dieses als trubstabilisierender Faktor gar nicht in Frage kam. Bemerkens- 
wert ist, daB auch bei diesem Versuch nach kiirzester Frist alles Pektin 
beseitigt war. Vollstandig im Einklang mit diesem Ergebnis stehen die 
Pektasekoagulationen der Versuche 4 und 6 (s. Tabelle II). 

Es hat den Anschein, als ob stark pektasehaltige Safte tiberhaupt 
kein Pektin im Sinne einer trubstabilisierenden oder Gelierung  be- 
wirkenden Substanz bewahren kénnen. Es ist dies eme fiir die Praxis 
wichtige Erkenntnis, denn sie vermag eine Erklarung tur die allgemein 
beobachtete Gelierunfihigkeit (oder ,,Pektinlosigkeit‘’) dieser Safte 

_—_— . * ~ e i. 
abzugeben. Fiir die Praxis miiBte aus dieser Uberlegung ferner gefolgert 
werden, daB Halbfabrikate, wie Fruchtpulp und -mark, nicht auf kaltem 
Wege mit oder ohne chemische Konservierungsmittel eingelagert 
werden diurften, sondern unmittelbar nach der Ernte zur Zerstérung 
der Pektase sofort gekocht und steril aufbewahrt werden miiften. 

Hinsichtlich der Versuche 9 bis 11 und 13 (Spalte B, a) ware noch zu 
bemerken, daB an dieser Stelle ebenfalls Pektin- und Viskositatsbestim- 
mungen stattfanden, obwohl auch bei den fermentierten Parallelproben der 


Klarungsaufbruch infolge eines dichten, rotbraunen Gerbstoffschleiers 
auBerlich nicht erkennbar war. Aus der Tabelle II] geht aber hervor, daB 
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die Aufbruchszeiten in den fermentierten Proben sich viskosimetrisch ver- 
folgen lieBen. Die unter B, a aufgefiihrten Ergebnisse wurden daher auf 
Grund von Bestimmungen in den Spontanklaérungsansitzen ermittelt, die 
den in der Nahe der Viskosititsgrenzwerte befindlichen Viskositatsauf- 
bruchswerten zeitlich entsprachen. 

Ein auffallendes Spontanklairungsergebnis trat uns bei Versuch 19 
mit Traubensaft entgegen. Wir konnten namlich gleichzeitig mit dem 
Aufbruch der fermentierten Parallelprobe den Aufbruch des Spontan- 
klarungsansatzes beobachten. Da diese Erscheinung in einem gewissen 
Widerspruch zu den sonstigen Spontanklirungsergebnissen der iibrigen 
Klarungsversuche steht, so glauben wir, daB sich neben der reinen Pektase- 
wirkung noch andere Einfliisse geltend machen. Es diirfte sich hier noch 
um eine zusatzliche Fermentwirkung des grauen Traubenschimmelpilzes 
(Botrytis cinerea) handeln, dessen Enzyme beim Maischen und Keltern 
der Trauben in groBen Mengen in den Most gelangen. Wir beabsichtigen 
daher, iiber etwa vorhandene pektinabbauende Fermente dieses Pilzes 
Untersuchungen anzustellen, deren Ergebnisse dann veréffentlicht werden. 

Bei den unter den Spalten C aufgeftihrten Ergebnissen kénnen wir 
fast allgemein Pektingehalte von nicht héher als etwa 50 mg Ca-Pektat 
bemerken. Dies sind also Werte, fiir die wir schon friiher eine kaum 
trubstabilisierende Wirkung mehr feststellen konnten. Jn gleichem 
Mafe wie die Demethoxylierung des Pektins erfolgte, ging auch die Vis- 
kositat der Safte zuriick. Bei Kintragung der verschiedenen Pektin- 
und Viskositatsabnahmewerte in die Abb. 1 wiirde sich namlich zum 
Beweise hierfiir ergeben, daB die sich entsprechenden Pektin- und Vis- 
kositatswerte ihren Schnittpunkt auf oder in der Nahe der eingezeich- 
neten Kurve haben. In manchen, in der Tabelle III mit b gekenn- 
zeichneten Fallen waren Pektin- und Viskositaétsuntersuchungen nicht 
méglich, da ein Aufbruch im Spontanklarungsansatz aus den aus ‘Ta- 
belle If ersichtlichen Griinden nicht erkennbar war. 

Die Spalte D der obigen Tabelle enthalt die Werte nach beendigter 
Sedimentierung. Die Pektinwerte betragen durchweg unter 50 mg Ca-Pektat 
pro 100 cem, in vielen Fallen war sogar kein Pektin mehr nachweisbar. 
Die unter D, c¢ angegebenen Werte wurden durch Bestimmungen in sepa- 
rierten Mosten ermittelt. Eine Separierung der Moste erschien uns deshalb 
zweckmaBig, weil hierdurch neben einer weitgehenden Beseitigung des 
Gerbstoffschleiers auch eine vollstandige Sedimentierung erreicht wurde. 


Der zeitliche Verlauf der Klirung mit Filtrationsenzymen sowie der Eimflub von 
Enzymkonzentration und Gelatineferment auf die Klirungsgeschwindigkeit. 

Es war Gegenstand folgender Untersuchungen, den Klarungs- 
vorgang in seiner Gesamtheit zu verfolgen. Insbesondere schien es uns 
erforderlich, durch zeitlich kurz hintereinanderfolgende Viskositats- 
und Pektinbestimmungen einen Einblick in jede einzelne Phase des 
enzymatischen Prozesses zu gewinnen. 

Zu diesem Zwecke haben wir eine Versuchsreihe mit drei verschiedenen 
Beerensaften (Erdbeer-, Johannisbeer- und Traubensaft, s. Tabelle I, 
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Nr. 2, 7 und 16) durehgefiihrt. Die fiir die Pektin- und Viskositaétsunter- 
suchungen ertorderlichen Proben wurden vor Beginn des Klarungsaufbruchs 
in kiirzeren und spiter in immer gréBer werdenden Zeitabstanden entnommen. 
Auch bei diesen Versuchen wurde zur Vermeidung einer Sedimentsaut- 
wirbelung peinlichst darauf geachtet, daB die VersuchsgefaiBe (2-Liter- 
Flaschen) bei der Probeentnahme in vollkommen ruhigem Zustande ver- 
blieben. Tabelle: IV enthalt die Ergebnisse der mit Filtrationsenzym 
Bayer N** fermentierten Safte. Die fiir praktische Kléirungszwecke im 
allgemeinen als ausreichend anzusehenden Enzymzusitze (von 2 g je Liter) 
erfolgten unmittelbar nach der Kelterung und allgemeinen Mostanalyse. Als- 
dann wurden die Ansitze von je 2 Litern !/, Stunde lang kraftig geschiittelt. 

Wir entnehmen der Tabelle IV zunachst, daB die Viskositatswerte in 
den ersten 3 bis 4 Stunden sehr schnell abnehmen. Dies trifft ganz be- 
sonders fiir die Fermentierungsversuche mit Erd- und Johannisbeersaft 
zu. Nach dem Klarungs- 
aufbruch verlangsamt 
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weiterer Aufbewahrung 
praktisch nicht mehr veréndern. Der Traubensaft weist infolge seines 
geringen Gehalts an trubstabilisierendem Pektin nur eine verhaltnismaBig 
geringe Anfangsviskositat auf. Deutlich erkennbar ist aber auch hier, 
daB die weitaus gréBte Viskositétsabnahme in den Anfangszeiten der 
Fermentierung auftritt. Der Aufbruch erfolgte bereits nach 2 Stunden. 
Die Aufbruchsviskositét fallt beim Traubenversuch mit dem Viskositats- 
grenzwert beinahe zusammen. 

Sehr interessante Ergebnisse liefern die Calciumpektatbestimmungen 
bei fortschreitender Pektolyse. Es wurde némlich gefunden, daf die Ab- 
nahme des nach der Calciumpektatmethode ermittelten Pektingehalts, ins- 
besondere bei Erd- und Johannisbeersaft, der Viskositdtsabnahme keineswegs 
parallel lduft. 

Diese Erscheinung steht in einem gewissen Widerspruch zu den Ergeb- 
nissen der Spontanklérungsstudien; denn dort entspricht bekanntlich die 
Viskositatsverringerung der Pektinabnahme (8.70). Wahrend ferner die 
Viskositatswerte zur Zeit des Aufbruchs sich den entsprechenden Grenz- 
werten genaihert haben, weisen die Calciumpektatbestimmungen gegeniiber 
ihren Anfangswerten nur verhaltnismaBig geringe Abnahmen auf. So fiel 
z. B. der Calciumpektatwert bei Erdbeersaft von 401 mg-% Ca-Pektat nur 
auf 380 mg-%, der entsprechende Wert bei Johannisbeersaft von 324 mg-% 
Ca-Pektat auf 310 mg-%. 

Wir sehen also, daB bei der Pektinhydrolyse unter dem Einflu8 der 
Pektolase unsere friihere Vermutung hinsichtlich eines fiir den Klarungs- 
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aufbruch erforderlichen Mindestpektingehalts von etwa 50 mg-% Ca- 
Pektat nicht zuzutreffen scheint. Um Irrtiimer zu vermeiden, sei aber 
ausdriicklich darauf hingewiesen, daB dieses Abweichen von der ,,50-mg- 
Grenze** im Augenblick des Klarungsaufbruches nur beim Pektinabbau 
durch Pektolase beobachtet wurde, dagegen nicht bei der durch Pektase- 
wirkung herbeigefiihrten Spontanklarung. Eine Erklarung hierfiir laBt 
sich zum Teil in der verschiedenartigen Wirkungsweise der Pektase und 
Pektolase auf Pektin finden. Wahrend namlich die Pektase nur die De- 
methoxylierung eines an sich intakt bleibenden Tetragalakturonsiurekernes, 
der bei der Calciumpektatbestimmung ganz erfaBt wird, bewirkt, verursacht 
die Pektolase eine véllige Spaltung des Tetragalakturonsiurekernes, oder 
der Pektolsaure (11), iiber Pektolaktonsaure in echt lésliche Monogalakturon- 
siure. Sobald der Tetragalakturonsiurering aufgesprengt ist, lassen sich 
Calciumpektatbestimmungen nicht mehr reproduzieren'. 

Aus den Pektinwerten in Tabelle [IV geht klar und deutlich hervor, 
dah mit Hilfe der Calciumpektatmethode Pektinabkémmlinge, z. B. das 
Abbauprodukt Pektolaktonsiure, erfaBt werden, die nicht mehr trub- 
stabilisierend wirken und auf die Viskositaét praktisch keinen Einflu8 haben. 
Bei Anwendung dieser Erkenntnis werden die unterschiedlichen Pektinwerte 
zur Zeit des Aufbruchs bei der Pektase- und Pektolasewirkung verstandlich. 
Man kann aus den obigen Versuchsergebnissen den SchluB ziehen, da die 
Calciumpektatmethode im Falle eines Pektinabbaues iiber Pektolakton- 
siure fiir die Bestimmung trubstabilisierenden Pektins ebenso unzuverlassig 
ist, wie beispielsweise fiir die Bestimmung gelierfadhigen Pektins (12). 

Die Erklarung, nach der die zu hohen Pektinwerte zur Zeit des Auft- 
bruches auf die Miterfassung von nicht trubstabilisierender Pektolakton- 
siure bei der Calciumpektatbestimmung zuriickzufiihren sind, befriedigt 
allerdings nur teilweise. Wir neigen vielmehr zu der Auffassung, da} fiir 
die trubstabilisierende Wirkung nicht nur Pektinabkémmlinge mit ge- 
schlossenem 'Tetragalakturonséurering in Frage kommen, sondern in der 
Hauptsache wohl die ,,groBen‘* Pektinmolekiile (polymere, hochkolloidale 
und hochmethoxylierte Tetragalakturonséuren), deren Anwesenheit iibrigens 
auch fiir eine gute Gelierung von Pektinpraparaten ausschlaggebend ist (13). 

Wir waren friiher der Ansicht, daB das Wesen der enzymatischen 
Klarung in der vollstandigen Hydrolyse des Pektins bis zur Mono- 
galakturonsiure besteht. Auf Grund vorstehender Ergebnisse miissen 
wir jedoch diese Annahme fallen lassen und feststellen, daf zur erfolg- 
reichen enzymatischen Klarung keine tiefgreifende hydrolytische Spaltung 
des gropen Pektinmolekiils, sondern nur eine Uberfiihrung von grob- 
dispersem, stabilisicrendem in feindisperses, nicht stabilisierendes Pektin 
notwendig ist?. 





! DaB es sich bei unseren Ca-Pektatbestimmungen zum Teil auch um 
die Ausfallung von Pektolaktonséiure handeln muB, ergab sich, rein auBerlich 
betrachtet, durch den Ubergang des anfanglich flockigen Ca-Pektatnieder- 
schlages beim Kochen in eine griesige, schwer filtrierbare Form. Um Klarheit 
dariiber zu gewinnen, ob die Niederschlage auch frei von Stickstoffsubstanzen 
sind, wurden die getrockneten Ca-Pektatniederschlage kjeldahlisiert. Hierbei 
ergab sich die praktisch vollkommene Stickstoffreiheit. — * Vgl. auch 
ahnliche Erscheinungen bei hochmolekularem EiweiB, diese Zeitschr. 
268, 352—353, 1933. 
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Fir die Technik der Fruchtsaftbehandlung ergibt sich hieraus, daB 
es bei der enzymatischen Klaérung mit Hilfe von Filtrationsenzymen ino 
wesentlichen darauf ankommt, nur solche hochpektolasehaltigen Enzym- 
priparate zu verwenden, die in wenigen Stunden die Anfangsviskositat 
eines frischen Keltersaftes auf die Aufbruchsviskositat herabmindert. 
Man erkennt hieraus, da leicht ausfiihrbare Viskositatsmessungen zum 
Zwecke des Verlaufs des Fermentierungsprozesses eine fiir die Praxis 
wichtige Rolle spielen werden (s. 8. 70). 

Die Ergebnisse der vorstehenden Versuchsreihe mit Erdbeer-, Johannis- 
beer- und Traubensaft fanden hinsichtlich des Verlaufs des Fermentierungs- 
prozesses im wesentlichen auch bei der enzymatischen Klarung von einem 
weiteren Erdbeersaft anderer Herkunft sowie bei Sii®kirsch-, Himbeer-, 
Sauerkirsch-, Stachelbeer-, verschiedenen Apfel-, Birnen- und Trauben- 
siften ihre Bestaitigung. Bei den einzelnen Traubensaéften handelt es sich 
wieder um solche verschiedener Reifestadien. Es wiirde viel zu weit fiihren, 
das bei der Beobachtung des zeitlichen Verlaufs der Fermentierung einzelner 
Fruchtsafte gewonnene, AauBerst umfangreiche Zahlenmaterial zu ver- 
6ffentlichen. Wir miissen uns darauf beschranken, hier nur die wichtigsten 
Untersuchungsdaten tabellarisch zusammenzustellen und bringen daher 
nur die Anfangs- und Aufbruchswerte sowie die Endwerte der Sedimen- 
tierung. Ferner fiihren wir gleichzeitig in der Tabelle V diejenigen Klarungs- 
ergebnisse auf, die wir bei der Fermentierung der erwaihnten Fruchtsafte 
mit 4°/, Filtrationsenzym ,,Bayer N‘S und einem im Versuchsstadium 
befindlichen Gelatineferment (Zusatz 2°/9)), das ein Kombinationspraparat 
von Filtrationsenzym ,,Bayer N*“* mit 15% kaltwasserléslicher Gelatine 
darstellt, erhalten haben. 

Die Untersuchungen ergaben bei den mit 2° 9) Filtrationsenzym 
fermentierten Saften wiederum anfanglich sehr schnelle Viskositats- 
abnahmen. Eine auBerotdentliche Verlangsamung dieses Verlaufs 
erfolgte erst bei Eintritt des Klérungsaufbruchs. Wenn man in den 
markantesten Fallen, wie z. B. bei den Versuchen 3, 4, 5, 8, 12 und L4, 
die Viskositét als Funktion des Pektingehalts in die Abb. 2 eintragt, 
erhalt man ebenfalls Kurven von ahnlichem Verlauf wie die dort ein- 
getragenen. 

Die Aufbruchswerte zeigen ferner, daB durch die Erhéhung der Enzym- 
konzentration von 2 auf 4°/,, zum Teil eine erhebliche Verkiirzung der Auf- 
bruchszeit erreicht wird. So sank z. B. bei Erdbeeren die Zeit des Sedimen- 
tierungsbeginnes von 5!/, auf 4 Stunden, bei Himbeeren von 7'/, auf 
2!/, Stunden und bei Stachelbeeren von 7 auf 2'/, Stunden. Wir sehen also, 
daf in pektinreichen Beerensiften durch die erhéhte Enzymzugabe im 
allgemeinen ein schnellerer Klarungsaufbruch erreicht wird. Dies ist eine 
fiir die Praxis wichtige Erkenntnis, weil man bei sommerlichen Kelter- 
temperaturen mit ihren auBerordentlichen Garungsgefahren die an sich 
bei héherer Temperatur schon schneller verlaufende Pektolyse noch mehr 
beschleunigen kann. Dagegen beweisen die Aufbruchszeiten bei verhaltnis- 
maBig pektinarmen Keltersaften die véllige Nutzlosigkeit héherer Enzym- 
zusitze. So kénnen wir bei fast siimtlichen als pektinarm zu bezeichnenden 
Traubensaéften, mit nur einer einzigen Ausnahme von Saft aus unreifen 
Trauben (px = 3,1), keine Verringerung der Aufbruchszeiten trotz gréBeren 
Enzymzusatzes feststellen. Bei den ebenfalls auBerst pektinarmen Apfel- 
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Uber enzymatische Klarung von Fruchtsaften und SiiBmosten. 11. SI 


und Birnensiften (Versuche 9 bis 11 und 13) legen die Verhaltnisse ahnlich. 
Zu beachten ist hierbei insbesondere, daB ein bereits bei den entsprechenden 
Spontanklarungsversuchen beobachteter, dichter und rotbrauner Gerbstoff- 
schleier den Klarungsaufbruch stets auch bei der Fermentierung mit 
Filtrationsenzym vollig verdeckte (vgl. auch Klarungsergebnisse mit 
Gelatineferment, s. unten). Die Aufbruchszeiten waren in diesen Fillen 
nur mit Hilfe von Viskositaétsmessungen zu ermitteln. Wir gingen dabei 
von der Tatsache aus, daB die Viskositatsgrenzwerte den Viskositaten zur 
Zeit des Aufbruches mindestens entsprechen. Die beschriebenen, offenbar 
auf die Anwesenheit hoher Gerbstoffmengen hindeutenden Verschleierungen 
des Klarungsaufbruches kommen nach unseren Erfahrungen, jedenfalls bei 
Apfelsiften, in normalen Erntejahren kaum vor. Bei Versuch 12 (Apfel) wurde 
ebenfalls ein relativ hoher Gerbstoffgehalt festgestellt, der jedoch keine 
Schleier verursachte, sondern nur eine auffillige Klirungsverzégerung zur 
Folge hatte. 

Fiir die Charakterisierung des Kldérungsaufbruches ist in Uberein- 
stimmung mit unseren weiter oben genannten Feststellungen allein die 
Viskositdtsmessung ausschlaggebend. Bei vielen Fruchtséften konnten wir 
zur Zeit des Aufbruches die bereits friiher erwahnte geringe Abnahme des 
dureh die Calciumpektatmethode feststellbaren Pektins wahrnehmen, 
obwohl die Verminderung der entsprechenden Viskositatswerte auBer- 
ordentlich hoch war. Besonders tritt dies bei den Versuchen mit Erdbeer-, 
Himbeer-, Johannisbeer- und Apfelsaft (Nr. 12) in Erscheinung. 

Die Klarungsversuche mit Gelatineferment lieferten in manchen 
Fallen ebenfalls Verkiirzungen der Aufbruchszeiten. Wie aus der Tabelle V 
ersichtlich ist, sind diese Zeitgewinne gegeniiber den mit 2°/) Filtrations- 
enzym behandelten Parallelversuchen nicht sonderlich groB. Ausnahmen 
bilden héchstens die Versuche 5 und 8 mit Himbeer- und Stachelbeersaft. 
Jedenfalls sind die Klarungsabkiirzungen bei Verwendung von Gelatine- 
ferment im Durchschnitt geringer als diejenigen, die sich bei Zugabe von 
4° 4, eines gelatinefreien Enzympriparates erzielen lassen. Insbesondere 
ergaben sich bei Verwendung von Gelatineferment zwei fiir die Praxis 
beachtliche Nachteile, die in dem Auftreten wesentlich gréBerer und 
voluminéser Trubsedimente und einer sehr unerwiinschten sowie ausnahms- 
los zu beobachtenden Verminderung der natiirlichen Saftwerte, wie Farbe, 
Aroma und Vollmundigkeit bestanden. Wir konnten also beim Gelatine- 
ferment im wesentlichen die gleichen Nachteile feststellen, die bei der 
friiher zur Klarung von Apfel- und Traubenséften fast ausschlieBlich be- 
nutzten Tanningelatineschénung unvermeidlich waren. Bekanntlich be- 
ruhen diese Saftschidigungen auf Adsorptionserscheinungen, die durch 
den sehr oberflachenaktiven Tanningelatineniederschlag begiinstigt werden. 
In diesem Zusammenhang médchten wir noch bemerken, daB sich die hier 
in Betracht kommenden Kernobstsafte bei ausschlieBlicher Verwendung 
von Gelatine ohne vorhergegangene Fermentierung nur sehr schlecht oder 
gar nicht klaren lieBen. 

finen besonderen Vorteil versprachen wir uns in der Verwendung von 
Gelatineferment bei den Versuchen 9 bis 13 mit gerbstoffreichen Saften. 
Wir konnten jedoch beobachten, daB weder Verkiirzungen der Aufbruchs- 
zeiten, noch Beseitigungen der beschriebenen Gerbstoffschleier stattfanden. 
Ein guter Erfolg war bei der Kombination von Enzymklarung mit Gelatine- 
schénung nur dann zu erzielen, wenn die beiden Klarungsmitte! nicht neben-, 
sondern hintereinander angewendet wurden. <Auffallenderweise war die 
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immerhin auch bei Verwendung des letzteren Verfahrens  auftretende 
Aromaverminderung usw. bei weitem geringer als beim Gebrauch von 
Gelatineferment. Eine Erklarung fiir diese Erscheinung diirfte zweifellos 
darin zu finden sein, daB Adsorptionsschadigungen der geschilderten Art 
in den bereits gleichsam enzymatisch aufgeschlossenen Saften nicht mehr 
in sté6rendem Ma8e auftreten kénnen. Zusammenfassend kann also gesagt 
werden, dafS das Herausbringen eines fiir alle vorkommenden Faille brauch- 
baren Gelatineferments etwa nach der Art des von A. Widmer vor- 
geschlagenen ,,Universalfiltrationsenzyms‘‘ (14) nicht zu empfehlen ist. 
Hinzu kommt noch, daB der Gelatinebedarf bekanntlich bei allen Klarungs- 
ansitzen, in gleicher Weise wie bei der Tannin-Gelatineschénung, durch 
Vorproben erst festgestellt werden miiBte. Es erscheint daher auch technisch 
unzweckmaBig, verschiedene Gelatinefermenttypen mit variablen Gelatine- 
gehalten herzustellen. 

SchlieBlich méchten wir uns noch den in der obigen Tabelle zuletzt auf- 
gefiihrten Endwerten der Sedimentierung zuwenden. Sie wurden bei den 
Fermentierungsversuchen mit 2°/9) Filtrationsenzym ermittelt. Wir kénnen 
hier noch ein weiteres Absinken der Viskositatswerte bis auf den Viskositats- 
grenzwert beobachten, der sich, wie wir schon friiher bemerkten, auch bei 
langerer Lagerung praktisch kaum noch andert. In vielen Fallen ist die 
Pektolyse auch bei diesen Endwerten der aéuBerlich erkennbaren Sedimen- 
tierung noch nicht beendet, wie sich aus den Calciumpektatbestimmungen 
ergibt. Recht hohe Calciumpektatwerte sind bei den Versuchen 2, 3, 5, 7 
und 12 vorhanden. Aus diesen Ergebnissen geht wieder mit aller Deutlich- 
keit hervor, daf die Calciumpektatmethode zur Charakterisierung der 
Pektolaseklirung unbrauchbar ist. Die letzte Spalte der Tabelle V enthalt 
auBerdem die definitiven Grenzwerte der Viskositaét bei vélliger Pektin- 
freiheit der Safte, die auch bei hohen Anfangspektingehalten meistens nach 
wenigen Tagen eintrat. Wir sehen, da8 durch diese weitere, im Endstadium 
befindliche Pektolyse die Werte praktisch nicht mehr geandert werden. 


Uber die einzelnen Phasen der Klirung mit Filtrationsenzymen und ein neues 
Verfahren zum Kliren von Fruchtsiften. 


Bei Betrachtung der gesamten vorstehenden Ergebnisse gelangen 
wir zu der Erkenntnis, daB sich der Verlauf der Klarung mit pektolase- 
haltigen Filtrationsenzymen in drei sich deutlich voneinander unter- 
scheidenden Phasen abspielt. 

In die erste Phase fallt ein auBerlich nicht in Erscheinung tretender, 
aber die innere Saftstruktur auBerst schnell und griindlich verindernder 
Viskositatssturz. Letzterer ist tiberhaupt die Voraussetzung fiir einen 
Klarungsaufbruch. Er endet praktisch erst im Augenblick des 
Aufbruchs. Die Aufbruchsviskositéten kennzeichnen den Stand 
der Pektolyse, bei dem die noch vorhandenen, aber nicht restlos 
abgebauten Pektinindividuen ihre trubstabilisierenden Eigenschaften 
verlieren. Wir erkennen hieraus die ausschlaggebende, bisher vdllig 
unbeachtet gebliebene Bedeutung dieser Phase (Entstabilisierungs- 
phase) fiir jede erfolgreiche enzymatische Klarung.  Interessant ist 
auch der Vergleich dieser Phase mit der Entstabilisierungsphase der 
Spontanklarung. Wéahrend hier die Entstabilisierung durch eine will- 
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kiirliche Fermentierung in kurzer Zeit erreicht wird, sind dort zur 
Herbeifiihrung des gleichen Zustandes unter dem Einflu8 der von Natur 
aus in den Saften vorhandenen Pektase unter Umstanden mehrere 
Tage erforderlich. 


Die zweite Phase der enzymatischen Klarung beginnt beim Aufbruch 
und wird nach unserer Auffassung zweckmaBig bei vollendeter Sedimen- 
tierung als abgeschlossen betrachtet. Wahrend der Beginn und der 
Verlauf dieser Phase auBerlich sichtbar verfolgt werden kann, ist das 
Ende der Sedimentierung wegen des Einflusses auBerlicher Zufalle, 
wie z. B. Trubadhasionserscheinungen 
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zeichnen und diesen ,,relativen Viskositats- 

grenzwert’ zunennen. Aus Tabelle V folgt, daB der Viskositatsabfall (am auf- 
falligsten bei pektinreichen Saften) zwischen Aufbruch- und relativem Grenz- 
wert gegeniiber dem Viskositatssturz der ersten Phase nur verschwindend 
gering ist. So betraigt der Viskositaétsunterschied z.B. bei Erdbeeren (Nr. 2) 
nur 1,6’, bei Himbeeren 0,6’, bei Stachelbeeren 0,8’ bei Apfeln (Nr. 12) 
3,3” und bei Trauben (Nr. 14) 0,4’’.. Bei recht vielen Saften fallt sogar die 
Aufbruchsviskositat mit dem relativen Viskositaétsgrenzwert praktisch zu- 
sammen, beispielsweise bei den Versuchen 4, 9 bis 11 und 13 bis 19. 


Zur Festlegung des relativen Viskositatsgrenzwertes ist nun die Kenntnis 
des absoluten unbedingt erforderlich. Bei Bearbeitung dieses mehr techni- 
schen Problems haben wir die Beobachtung gemacht, daB der absolute 
Viskositatsgrenzwert durch die Menge der echt gelésten Extraktstoffe 
gekennzeichnet ist. Stellt man z. B. den absoluten Viskositaétsgrenzwert 
als Funktion des Mostgewichts dar, so erhalt man etwa die nachstehende 
Kurve (Abb. 3), aus der man den voraussichtlichen relativen Viskositatsgrenz - 
wert mit fiir praktische Zwecke hinreichender Genauigkeit ermitteln kann. 

Wiahrend die ersten beiden Phasen fiir die enzymatische Klarung 
besonders technisches Interesse beanspruchen, hat die dritte Phase 
des Fermentierungsprozesses mehr theoretisches. Fir die Praxis hat 
sie jedoch insofern Bedeutung, als sich in ihr stets eine restlose Pektolyse, 
die das besondere Merkmal dieser Phase ist, vollzieht. Der Verlauf 
der Endpektolyse ]4Bt sich meist nur bei pektinreichen Mosten und nur 
durch Calciumpektatbestimmungen verfolgen. Die Anfang und Ende 
der dritten Phase festlegenden relativen und absoluten Viskositats- 
grenzwerte differieren, wie bereits erwahnt, nur ganz wenig. In der 
6* 
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Technik fallt diese Phase nach erfolgter Saftentkeimung zum_ ‘Teil 
schon in den Beginn der Lagerung. Eine bei allen friiher angewendeten 
Klarungsverfahren unvermeidbare und in kellertechnischer Hinsicht 
ungemein lastige Pektinausscheidung bei der Lagerung infolge saft- 
eigener Pektase kommt bei pektolytisch geklarten Saften dann nicht 
mehr in Frage. 

Wir haben bereits darauf hingewiesen, daB in der Entstabilisierungs- 
phase ein groBer Viskositaétssturz bis zum Klarungsaufbruch erfolgt. 
Aus der Tabelle [V geht hervor, daB schon zeitlich erheblich vor dem 
Aufbruch Viskositétswerte gemessen werden, die nicht wesentlich 
iiber der Aufbruchsviskositaét liegen. Wir finden z. B. beim Erdbeer- 
saft (A) schon 2!), Stunden vor dem Aufbruch eine Viskositat, die nur 
4,3” iiber der Aufbruchsviskositat liegt. Ahnlich geringe Differenzen 
konnten wir bei fast allen, inden Tabellen zum Teil nicht aufgenommenen, 
Fruchtsaften feststellen. 

Der eine von uns (VWehlitz) war der Ansicht, daB man den Klirungs- 
aufbruch sowie die Sedimentierung bei der enzymatischen Saftbehandlung 
nicht abzuwarten braucht, sofern man die Selbstausflockung des Trubes 
durch Separieren mittels geeigneter Zentrifugen ersetzt. In der Tat konnten 
schon vollkommen kristallklare und ohne weiteres durch engporige Ent- 
keimungsfilter (z. B. Seitz-E. K.-Schichten) filtrierbare Separate oft mehrere 
Stunden vor dem Klarungsaufbruch und viele Stunden vor Sedimen- 
tierungsbeendigung erhalten werden. In der Praxis der enzymatischen 
Fruchtsaftklarung wiirde man durch ein auf den obigen Prinzipien be- 
ruhendes Verfahren neben einer erheblichen Zeitersparnis noch eine Reihe 
weiterer Vereinfachungen des Arbeitsprozesses erzielen kénnen, die wir 
an dieser Stelle nur streifen méchten. 

Als Beispiel bringen wir zum SchluB noch zwei Versuchsergebnisse, 
die wir unter Anwendung des genannten Verfahrens mit einem Apfel- und 
einem Traubensaft erzielt haben. 

Je 10 Liter eines frisch gekelterten Apfelsaftes (180 mg-°% Ca-Pektat) 
wurden mit 2°/o) Filtrationsenzym ,,Bayer N** bei 20° fermentiert. Die 
Anfangsviskositat des Keltersaftes betrug 31° bei eimem  Wasser- 
wert von 9,3’'/19°. Bei einem Mostgewicht des Apfelsaftes von 
52°Ochsle war mit einem absoluten Viskositatsgrenzwert von etwa 
11,3” zu rechnen (s. Abb. 3). Wir separierten auf einer Durchlaufs- 
zentrifuge (7000 Umdrehungen /Minute) einen Versuchsansatz von 10 Litern 
des vollkommen triiben Saftes nach 3!/, Stunden bei einer Viskositat von 
13,5’’.. Dabei erhielten wir ein véllig blankes, durch Entkeimungsschichten 
filtriertes Separat. In der anderen Probe beobachteten wir den Klarungs- 
aufbruch erst 11'/, Stunden nach dem Fermentierungsbeginn. Die Zeit- 
ersparnis betrug bei der Klairungsarbeit demnach 8 Stunden. 

Je 10 Liter Traubensaft (Versuch 18) wurden wie oben fermentiert. 

) 
Ein Versuchsansatz wurde vom Beginn des Fermentierungsprozesses an im 
langsamen Durchlauf separiert (Separierungsleistung 1 Liter/Stunde). Die 
Separatfraktionen wurden zuerst in kiirzeren, dann in langeren Zeit- 
abstanden laufend viskosimetriert und auf Aussehen sowie Klarungs- 
fortschritt gepriift. In annahernd denselben Zeitabstaénden wurden nach 
Intnahme kleiner Proben auci: Viskositétsmessungen in dem unseparierten 
Parallelansatz ausgefiihrt. Die Versuchsergebnisse folgen aus Tabelle VI. 
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Tabelle VI. Traubensaft (Nr. 18). 





Unsepariert Separiert 

tals B > seston oll Aussehen Zeit Pi mmc Aussehen 
ein. 9,3'7/199) a 9,3'7/199) 

10 13,8 tribe 25 13,4 Schleier 

35 13.4 a 39 13,2 

43 13,2 ne 53 13,2 

58 13,1 ‘i 62 13,0 s 

67 13,1 s 73 13,0 schwacher 

Schleier 

78 13,1 = 84 12.8 ziemlich klar 
100 13,0 a 104 12,8 ~ es 
117 13.0 5 120 12.6 vollig klar 
149 13,0 triibe, flockig 155 12.6 e R 
160 13,0 é : 164 12.6 re 
180 13.0 ‘ os 183 12.6 e a 
205 12,8 tribe, starker flockig 213 12.6 ‘ 

232 12,8 tribe, transparente 238 12,6 f 

Obertlache 

260 12,6 Aufbruch 265 12,6 " , 
290 12,6 leicht flockig 295 12,6 o ‘s 
1440 12,6 klar, flockig 1440 12,6 ‘ " 


Aus den Daten der Tabelle VI geht hervor, daB die Fermentierung 
durch Separierung des Traubensaftes nach etwa 2'/, Stunden hitte ab- 
gebrochen werden kénnen, wihrend der Aufbruch im unseparierten Saft 
erst nach etwa 4!/, Stunden erfolgte und die Sedimentierung sogar erst in 
etwa 20 Stunden voéllig beendet war. Spalte 6 zeigt bei einer Viskositat 
von 12,6” ein vdéllig klares Separat. Es wiirde sich bei Anwendung 
des Verfahrens in Keltereibetrieben an Stelle von Viskositatsmessungen 
zur Ermittlung des relativen Grenzwertes empfehlen, eine ebenfalls einfach 
auszufiihrende Probeseparierung des fermentierten Saftes, gegebenenfalls 
mit anschlieBender scharfer Probefiltration, vorzunehmen. Als zweck- 
maBig erweist sich der Gebrauch einer geschlossenen Becherzentrifuge mit 
mehreren Einsatzbehaltern. Hierauf ist es vorteilhaft, eine ausreichende 
Saftmenge (100 ccm) aus mehreren Glasern zusammenzugieBen und das Sepa- 
rat bei einer Schichtdicke von etwa 4 bis 5 cm auf véllige Klarheit zu priifen. 

Wir méchten der Justus Liebig-Gesellschaft noch besonders fiir ihre 
Unterstiitzung danken, durch welche sie uns die Ausfiihrung der umfang- 
reichen Experimentalarbeiten erméglichte. 


Literatur. 
1) A. Mehlitz u. M. Scheuer, diese Zeitschr. 268, 345—354, 1934. 
2) A. Mehlitz, ebenda 221, 217—231, 1930. — 3) C. Neuberg u. M. Scheuer, 
ebenda 248, 461, 1931. 4) Siehe unter (2). 5) Siehe unter (1), S. 352. 


6) A. Mehlitz u. M. Scheuer, diese Zeitschr. 268, 355——363, 1934. — 7) H. Carré 
u. D. Haynes, Biochem. J. 16, 60, 704, 1922; A. Mehlitz, Zeitschr. f. techn. 
Biol. 11, 134, 1925. — 8) Siehe unter (1), 8. 348. — 9) Siehe unter (2), 
S. 225. — 10) A. Mehlitz u. H. Maass, diese Zeitschr. 276, 86, 1935. — 
11) F. Ehrlich, ebenda 250, 525, 1932; 251, 204, 1932. 12) A. Mehlitz, 
Kolloid-Zeitschr. 41, 140, 1927. — 13) A. Kosmahly, Allg. Deutsch. Kon- 
serven-Ztg. 20, 316, 1933. — 14) 4. Widmer, Garungslose Friichteverwertung 
5, 46, 1934. 
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Uber enzymatische Klirung von Fruchtsiften und SiSmosten. 
IV. Mitteilung: 
Der Einflu8 von Gerbstoff auf die Pektolasewirkung von Filtrationsenzymen. 


Von 
Alfred Mehlitz und Heinrich Maass. 


(Aus der Wissenschaftlichen Abteilung der Versuchsstation fiir Obst-, 
Gemiise- und girungslose Friichteverwertung, Geisenheim a. Rh.) 


(Eingegangen am 20, Dezember 1934.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Unsere in der III. Mitteilung (1) veréffentlichten Untersuchungen 
iiber den zeitlichen Verlauf der Klarung mit Filtrationsenzymen veran- 
laBten uns, auch insbesondere die Klarungsvorgange in gerbstoffreichen 
Apfelsaften zu verfolgen. In solchen Saften traten fein dispergierte, 
rotbraune und mitunter undurchsichtige Gerbstoffschleier auf, die sich 
von selbst praktisch nicht absetzten und damit die durch Pektolase- 
wirkung hervorgerufene, sonst sichtbar in Erscheinung tretende Trub- 
sedimentierung verdeckten. Auffallenderweise machten die verhaltnis- 
maBig dichten Schleier keine Filtrationsschwierigkeiten, da wegen der 
schleimlosen, mehr suspensoiden Beschaffenheit der Trubteilchen 
nur eine reine Siebwirkung erforderlich war. Wir haben derartig ge- 
triibte Safte nach restlosem enzymatischen Pektinabbau separiert und 
auch in den Separaten noch ganz feine, granblau schimmernde Gerbstoff- 
schleier beobachten kénnen. Erst eine Filtration der Separate durch 
engporige Diatomeenfilter, Entkeimungsfilter (Seitz-E. K.-Schichten) 
oder Kieselgur- Asbestgemisch lieferte vollkommen blanke Safte. Nach 
intensiver Liiftung durch offenes Separieren und _ verhaltnismaBig 
kurzem Stehen der Filtrate an der Luft oxydierten sich die noch in 
reichlichen Mengen vorhandenen Gerbstoffsubstanzen immer wieder 
aufs neue und verursachten auf diese Weise stets wiederkehrende Nach- 
triibungen von Gerbstoff. Auf Grund eines besonders zeitraubenden 
Klarungsversuchs mit einem ungewohnlich pektin- und gerbstoffreichen 
Apfelsaft vermuteten wir, daB Klarungsverzégerungen auf die An- 
wesenheit von erheblichen Gerbstoffmengen zuriickzufiihren sind, 
und da®B wir es in diesem Falle wahrscheinlich mit einer chemischen 
Hemmung der Pektolasewirkung zu tun haben. Um iiber diese Fragen 
Klarheit zu erlangen, erschienen uns zunachst laufende Gerbstoff- 
bestimmungen in mit 1°/,, Natriumbenzoat konservierten Frucht- 
siften wahrend einer langeren Lagerungszeit unter Zwischenschaltung 
mehrerer Filtrationen erforderlich. Durch derartige Untersuchungen 
konnten wir uns ein Bild iiber die Selbstausscheidung der Gerbstoff- 
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substanzen und iiber ihre Ausscheidungsgeschwindigkeit verschaffen. 
Ferner hielten wir es fiir notwendig, gréBere Mengen von Gerbstofftrub 
durch scharfes Zentrifugieren zu isolieren und zu sammeln, um auch 
tiber die Anwesenheit von Stickstoffsubstanzen AufschluB zu erhalten. 

Der Nachweis fiir eine Pektolasehemmung durch Gerbstoff war 
zweckmaBig in einem Reihenversuch mit definierter Pektinlésung, 
der steigende Tanninmengen bei sonst gleichbleibenden Klarungsbedin- 
gungen hinzugefiigt wurden, zu fiihren. Fiir den Fall, daB sich Pektolase- 
hemmungen bei Gegenwart von Gerbstoff bestatigen sollten, waren dann 
noch eine Reihe weiterer Versuche zur eventuellen Verminderung oder 
Beseitigung der fiir die Klarung unerwiinschten Gerbstoffeinfliisse 
zu erwagen bzw. geeignete MaBnahmen zur Entfernung des Gerbstoffs 
ohne Beeintrachtigung des enzymatischen Klarungsvorganges zu treffen. 


Versuchsbeschreibung. 


Zur Untersuchung gelangten zunachst zwei frische ApfelpreBsifte, 
die, wie Vorversuche ergaben, zur Bildung sehr hartnackiger Gerbstoff- 
triibungen neigten. Neben der allgemeinen Mostanalyse fiihrten wir in 
diesen mit 1°/), Natriumbenzoat konservierten Saften in aus der Tabelle I 
ersichtlichen Zeitabstiénden Gerbstoffbestimmungen nach der amtlichen 
Anweisung zur chemischen Untersuchung des Weines (2) durch. Zu diesem 
Zweck fermentierten wir je 5 Liter der obigen Apfelsafte mit 2°/)) Filtrations- 
enzym ,,Bayer N**, wodurch wir eine gute Filtrierfahigkeit erreichten. 
Vor jeder Gerbstoffbestimmung wurden die Moste separiert und durch 
ein Kieselgur-Asbestgemisch blank filtriert. Erst in den vollkommen blanken 
Filtraten wurden die Gerbstoffbestimmungen ausgefiihrt. Die nachst- 
folgenden Bestimmungen fanden dann immer erst nach voéllig neuer Ein- 
triibung statt. 

Tabelle I. 








= « aSeclet mg Gerbstoff in 100cem nach 
an wo ot = zo SS —_ 
a, 4225 /5F L = eiéia 
Ss = = m3 Z ye Pie | & im 
oa ocr ge = = x zsIz 
7 
A | Apfelsaft, Bos- 
kop. . . . 65,7 51 10,5 3,7; 240 444 381/178 107/80 42 19 


B  Apfelsaft, Gra- 
vensteiner. 68,2 49 12,3 3,5) 212 38,2 316,152 98 63 46 26 


Die Gerbstoffwerte der obigen Tabelle zeigen zunachst im frischen 
Keltersaft eine ungewohnliche Héhe. Im allgemeinen besitzen Apfelsiafte 
normaler Erntejahre auf Grund eigener Untersuchungen etwa 50 bis 
200 mg/100 cem Gerbstoff. Wir sehen ferner, daS8 der Gerbstoffgehalt 
in beiden Apfelséften bei der von uns angewendeten Oxydationsmethode 
schnell abnimmt. Es sei nebenbei bemerkt, daB eine derartig rasche und 
intensive Gerbstoffausscheidung wegen der geringen Luftberiihrung in 
LagergefaBen, wie Fassern und Tanks, gewéhnlich nicht vorkommt. Wir 
haben bei gerbstoffreichen Apfelsaiften wiederholt feststellen kénnen, daB 
der durch den hermetischen Luftabschlu8B bei Tanklagerung (insbesondere 
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unter Kohlenséuredruck) an sich haufig ungeniigend verlaufende Ab- 
bau auch nur eine geringe Gerbstoffausscheidung zulaBt, wodurech unter 


Umstanden bei der Flaschenabfiillung sehr unerwiinschte Nachtriibungen 
auftreten kénnen. 

Zum Zwecke von Untersuchungen iiber den EiweiBgehalt der Gerbstoff- 
niederschlage haben wir die bei den wiederholten Separierungen der beiden 


Apfelsafte abgeschleuderten Trubmengen gesammelt und durch 6fteres 


Waschen und Separieren mit Wasser und 40° ,igem Alkohol gereinigt. 


Zum Schlu8 wurde der Niederschlag anfangs bei 50° und hernach iiber 


Caleiumchlorid im Exsikkator getrocknet. Durch sorgfaltiges Mahlen 


erhielten wir ein feines, homogenes Pulver, in welchem wir nach einer 


Mikro-Kjeldahl-Methode den Stickstoffgehalt ermittelten. Wir fanden 


in dem Gerbstofftrub des Apfelsaftes A 32% und in dem des Apfelsaftes B 


24,59 EiweiB (N . 6,25). Damit war der haufig nur mit , Gerbstofftrub‘ 
bezeichnete Niederschlag als eine Gerbstoff-EiweiBverbindung identifiziert. 

Die nachfolgenden Untersuchungen sollten nun AufschluB iiber etwaige 
Hemmungen der Pektolasewirkung bei Anwesenheit von Gerbstoff geben. 
Es wurden in folgender Weise zwei Versuchsreihen angesetzt : 

1. In acht 250 cem fassende Flaschen wurden je 200 cem einer 2 % igen 
Calciumpektat liefernden Apfelpektinlésung (Pomosin-Extrakt KOL) 
mit einem py von 3,6 gegeben. Zu den einzelnen Proben wurden dann in 
steigenden und aus der Tabelle II ersichtlichen Mengen Tanninzusatze 
(Tannin pro vino ,,Merck*‘) bis zu 3% gegeben. Wir sind uns selbstverstand- 
lich dariiber im klaren, daB das von uns verwendete Tanninpraparat (aus 
Gallapfeln) keineswegs den zur Catechingruppe gehérigen kondensierten 
Gerbstoffen in Fruchtsaften entspricht. Gleichwohl erschien uns die hier 
beschriebene Versuchsanstellung mit Tannin nicht ungeeignet, prinzipielle 
Aufklarung iiber den EinfluB von Gerbstoff auf die Pektolyse iiberhaupt 
zu erhalten. Das Tannin wurde nun durch griindliches Schiitteln gelést. 
Hierauf erhielten die Pektinlésungen einen Zusatz von je 1g = 5°/o) Fil- 
trationsenzym ,,Bayer N‘“* (Filtragol), das unter !'/,stiindigem Schiitteln 
griindlich eingemischt wurde. Die Flaschen wurden nunmehr in einen 
Thermostaten gesetzt und bei 25° 18 Stunden lang stehengelassen. Danach 
wurden die fermentierten Pektinlésungen itiber gewéhnliche Faltenfilter 
filtriert und zur Feststellung des Restpektingehaltes nach dem in der 
II. Mitteilung (3) angegebenen Verfahren zur Bestimmung der pektolytischen 
Kraft von Filtrationsenzymen weiterbehandelt. 

2. Weitere acht Flaschen wurden in der gleichen Weise, wie oben be- 
schrieben, mit Apfelpektinlésung und steigenden Tanninzusitzen beschickt. 
Um einerseits eine gleichmaBigere Wirkungsweise des an sich inhomogenen 
Enzympraparates zu erreichen, und andererseits auch eventuelle pekto- 
lytische Unterschiede in der Anwendung von festem und ausgezogenem 
Enzymmaterial feststellen zu kénnen, erfolgten in dieser Versuchsreihe 
Enzymzusatze in Form von Ausziigen. Der Enzymauszug wurde durch 
24stiindiges Mazerieren mit einem Citrat-Salzsiuregemisch von einem 
pu = 3,2 bei 25° hergestellt. Die Verwendung des erwahnten Citrat-Salz- 
siuregemisches fiir die Mazeration erschien uns deswegen geraten, weil 
ein 5%iger wasseriger Enzymauszug ein ungeeignet erscheinendes py von 
5,79 hatte. Der mit Citrat-Salzsaureldsung gewonnene Auszug (po = 3,88) 
wurde durch ein Faltenfilter filtriert. Die obigen Versuchsansatze erhielten 
nun je 20 cem dieses Filtrats und wurden alsdann 5 Minuten lang geschiittelt. 
Die weitere Behandlung erfolgte in gleicher Weise wie bei den mit trockenem 
Enzympraparat angesetzten Proben. 
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Tabelle II. 
Tanninzusatze in 9/9: 0 | 0,25 0,50 | 0,75 1,00 1,50 2,00 | 3,00 
Restpektingehalt (Ca-Pektat) in mg | 
bei Fermentierung mit Filtra- | 
tionsenzym in fester Form. ‘11,1 15,2 16,2 174 17,5 184 189 19,9 
Pektinabbau in °,, 44,5 24,0 19,0 13,0 125 80 55 O05 
Rest pektingehalt (Ca-Pektat) in mg 
bei Fermentierung mit Enzym- 
CON hig x Boss os 7,1 10,8 13,4 15,0! 16,2. 16,4) 16,9 17,8 
Pektinabbau in % 64,5 46,0 33,0 25,0 19,0 18,0) 15,5 11,0 


Wir konnten sowohl bei 


Hemmungen des Pektinabbaues feststellen. 


gréBer, je héher der 'Tannin- 
zusatz ist. Bereits eine Zu- 
gabe von 0,25°%, Tannin zur 
Apfelpektinlésung vermag 
den Pektinabbau beinahe auf 


die Halfte zu _ reduzieren. 
Bei den héheren Tanninzu- 


gaben verringert sich die 
Abnahme des Pektinabbaues 
allmahlich immer mehr. Fiir 


unsere Untersuchungen ist 


den Fermentierungsproben mit festem 
Filtrationsenzym als auch bei denjenigen mit Enzymauszug durchweg 


Die Hemmung ist um so 
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die Erkenntnis besonders wichtig, daB bereits erhebliche Pektolase- 
hemmungen bei verhaltnismabig geringen Tanninzusatzen auftreten. 


Eine ahnlich 


verlaufende 
Fermentierungsversuch mit Enzymauszug. 


Pektolasehemmung zeigte auch 


der 


Tragen wir naémlich den 


Pektinabbau beider Versuche als Funktion des Tanninzusatzes in ein 
Diagramm ein, so erhalten wir in beiden Fallen Kurven von vollig 
gleicher Gestalt, die sich nur durch ihren parallelen Verlauf in einem 


gewissen Abstande unterscheiden. 


Die Fermentierung mit festem Enzympraparat erfolgte je nach Pektin- 
abbau und Tanninzusatz in einem py-Bereich von 3,5 bis 3,4, die mit Enzym- 


auszug in einem Bereich von 


pu = 


3,4 bis 3,3. 


Daraus ist ersichtlich, 


daB die Tanninzusitze das py in den gut gepufferten Versuchslésungen 


kaum verandern. 


Die geringen konstanten py-Differenzen zwischen den 


beiden Versuchsgruppen sind lediglich auf die verschiedene Art des Enzym- 
zusatzes zurickzufiihren. Dem Anschein nach beruht die erhéhte Wirksam- 
keit des Enzymauszuges lediglich auf der besseren Aufbereitung des Enzym- 


materials gegeniiber dem festen Enzympriparat. Es ist 


verstandlich, 


daB die Ausnutzung des inhomogenen, kérnig bis pulverférmigen Enzym- 


materials durch eine Citrat-Salzsiurelésung viel 


intensiver 


und 


gleich- 


maBiger stattfindet als durch eine ziemlich hochkolloidale Pektinlésung. 


Wir erkennen hieraus, daB es zum Zwecke der Bestimmung der pekto- 
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lytischen Kraft von Filtrationsenzymen vorteilhafter erscheint, auch dort 
erst Enzymausziige herzustellen, die dann zur Fermentierung verwendet 
werden. 

Wenn auch, wie bereits eingangs bemerkt wurde, die nachgewiesene 
pektolasehemmende Wirkung von Gallapfeltannin wohl kaum der- 
jenigen der in den Apfeln vorkommenden kondensierten Gerbstoff- 
verbindungen der Catechingruppe gleichzukommen scheint, so besteht 
doch die Vermutung, daB ahnliche Pektolasehemmungen bei gerb- 
stoffreichen Apfel- und Birnenséften vorliegen. Allerdings diirften 
derartige Uberlegungen nur bei verhaltnismaBig pektinreichen PreB- 
siften, wie z. B. bei den Versuchen in Tabelle I, in Betracht kommen, 
da hier der Pektolasewirkung eine besondere Bedeutung zukommt. 
Wir beabsichtigen an Hand eines noch auszuarbeitenden Untersuchungs- 
verfahrens, Versuche iiber etwaige Pektolasehemmungen in Gegenwart 
safteigener Gerbstoffverbindungen anzustellen. 


Unsere vorstehenden Arbeitsergebnisse veranlaBten uns schlieBlich 
auch zu Uberlegungen, in welcher Weise ein pektolasehemmender EinfluB 
bei der Fermentierung gleichzeitig pektin- und gerbstoffreicher Safte zu 
beseitigen oder wenigstens herabzumindern ware, um so mehr, als solche 
auBergewohnlichen Falle in der Praxis hin und wieder vorkommen. Hierfiir 
erscheint uns folgender Weg gangbar. Eine Méglichkeit besteht in einer 
Gerbstoffverminderung durch Luftberiihrung, wobei bekanntlich Gerbstoff- 
oxydationsprodukte ausgeschieden werden. Dieser Vorgang entspricht 
demjenigen, der unter dem EinfluB8 von Oxydasen bei langerer Saftlagerung 
in Holzfassern vor sich geht. Es wird sich also darum handeln, diesen 
natiirlichen Vorgang derart zu beschleunigen, daB er ohne Verzé6gerung 
in den an sich schnell durchzufiihrenden enzymatischen KlarungsprozeB 
eingeschaltet werden kann. Wir schlagen daher vor, gerbstoffreiche Apfel- 
sifte unmittelbar nach der Kelterung bei Luftanwesenheit zu separieren. 
Hierdurch findet eine intensive Mischung des Saftes mit Luft statt, die die 
Gerbstoffausscheidung, wie wir an Hand von _ Gerbstoffbestimmungen 
feststellen konnten (Tabelle 1), derartig hinreichend beschleunigt, daB die 
nachfolgende Fermentierung praktisch nicht mehr gehemmt wird. Der eine 
von uns, sowie andere Autoren (4) haben des 6fteren im Vergleich zu un- 
separierten Mosten bessere Fermentierungsergebnisse feststellen kénnen, 
sofern die Fermentierung im Anschlu8 an eine Separierung stattfand. 
Wir haben diese Tatsache bisher immer nur auf eine vorteilhaftere Aus- 
nutzung des Enzymmaterials in separierten, also vom Keltertrub befreiten 
Saften zuriickgefiihrt. Jetzt kénnen wir annehmen, daB durch Separierung 
gleichzeitig eine Gerbstoffverminderung erreicht wird, die sich auf das 
Fermentationsergebnis ebenfalls nur giinstig auswirken kann. 


Literatur. 
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Lunge, Chem. techn. Untersuchungsmethoden, V. Bd., 8. Aufl., S. 282ff. — 
3) A. Mehlitz u. M. Scheuer, diese Zeitschr. 268, 355—363, 1934. — 
4) F. Muth u. W. Weinmann, Die Obst- und Gemiiseverwertungsindustrie 
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Spaltungs-, Oxydations- und Energieumsatz beim Hunde. 


I. Mitteilung: 

Bildung und Beseitigung der Milchsiure in den Organen beim Hungern, 
sowie wihrend der Oxydation von Galaktose, Glucose und Maltose. 
Von 
M. Wierzuchowski und F. Sekuracki. 

(Aus der Stoffwechselabteilung bei der II. Klinik fiir innere Krankheiten 
der Universitat Warschau.) 

(Eingegangen am 18. Dezember 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Grundri8 des Problems. 


Die Prozesse der Hexolyse! der Kohlenhydrate bei Saugetieren, 
die Milchsiure und eine geringe Menge anaerob erhaltener Energie 
ergeben (Lundsgaard), werden an Gewebebreien, Organschnitten und 
isolierten Organen untersucht. Wie auch die iibrigens wertvolle Analyse 
der Erscheinungen der pramortalen Histophysiologie ausfallen mag, 
wird es die Beobachtung des intakten, lebenden Organismus sein, die 
uns den wesentlichen Begriff von den normalen Verhaltnissen ergeben 
wird. Ein Versuchsobjekt fiir solche Untersuchungen haben uns 
die vorhergehenden Arbeiten [Wierzuchowski und Mitarbeiter (35) 
bis (42)] gebracht. Die in die Venen des Hundes konstant eingefiihrten 
Hexosen erhéhen den Blutmilchsiuregehalt, wobei eine Reihe von 
Umsetzungen im Organismus erfolgt, die mit der Milchséurebildung im 
Zusammenhang stehen kénnen. Um tiber die Herkunft und das Ver- 
schwinden dieser Milchsaure, tiber ihr quantitatives Verhalten gegentiber 
gleichzeitiger Assimilation, Oxydation und Energiewechsel Auskunft 
zu erlangen, wurde die vorliegende Reihe von Untersuchungen vor- 
genommen, in denen am lebenden, mit Amytal narkotisierten Tiere 
verschiedene Substanzen intravenéds mit konstanter Geschwindigkeit 
eingefiihrt und dabei das in die verschiedenen Organe zu- und von ihnen 
abflieBende Blut entnommen und seine Zusammensetzung geprift 
wurden. Auf diese Weise ergab sich waihrend der Zufuhr eine Kurve 
von GefaBbilanzen jeder Organgruppe hinsichtlich des Umsatzes von 
Milchsaéure (I. und II. Mitteilung), sowie von Zucker und Wasser (II1. und 


' Unter Hexolyse verstehen wir die Spaltung der Hexosen in Milch- 
saure, unter Glykolyse, Fructolyse und Galaktolyse die Spaltung der ent- 
sprechenden chemischen Verbindungen in Milchséure, die noch weiter 
durch Zugabe von geeigneten Buchstaben charakterisiert werden kénnen 
(z. B. d, «, 6-Glykolyse). 
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IV. Mitteilung). Nebenher wurde der Gaswechsel des ganzen Organismus 
untersucht (1., IJ. und V. Mitteilung). Nach Beendigung des Experiments 
lebte das Tier weiter und erwachte. 

Die Aufklirung, die von einer derartigen Untersuchungsmethode 
der Gewebephysiologie zu erwarten ist, ist insofern eigentiimlich, als 
sie Erkenntnisse zeitigt, wie sie die Forschung der Gewebeteile in vitro 
nicht hervorbringen kann. Denn die Intensitaét der Lebensvorgange 
in diesen isolierten Organpartikelchen befindet sich doch auf der Linie 
eines mehr oder weniger konstanten, mit dem Tode endenden Sinkens. 
Unter unseren Forschungsbedingungen gelangen die Erscheinungen da- 
gegen nach einer Adaptionsperiode zum Gleichgewicht und erhalten sich 
auf diesem Niveau, solange die Substanzzufuhr dauert, wodurch sie in 
langen Zeitabschnitten leicht und genau faBbbar werden. Nach dem 
Versuch leben die Gewebe so wie vorher weiter, wir haben es also mit 
einem Fragment eines wahren normalen Lebens zu tun. 


2. Beschreibung der Teehnik der Versuche. 


Tiere. Erwachsene Hiindinnen wurden mittels durch langere Zeit- 
abschnitte dargereichter und hinsichtlich ihres Einflusses auf den Hexosen- 
umsatz in einer Reihe von Studien [(35) bis (42)| gut gepriifter Kohlenhydrat - 
diaten auf eine genau bekannte Assimilationsstufe eingestellt, und zwar die 
héchstmégliche, die mittels Nahrung zu erreichen war. Eine Woche vor dem 
Versuch bekamen die Tiere taglich pro kg: 12 g Saccharose und 4 g rohes 
Pferdefleisch, sowie 30g Knochen pro Tier [(36) bis (38)!. Nur diese Versuche 
wurden hier beriicksichtigt, bei denen die nachtragliche Sektion des Tieres 

: keine pathologischen Verainderungen aufgewiesen hatte. 

Prdparate. Es wurden intravenés eingefiihrt: 1. ,,Galaktose“ ,,Aahl- 
baum: (Schering-Kahlbaum). 2. ,,Traubenzucker, reinst, wasserfrei, fiir 
Infusionen‘* (Merck). 3. ,,Maltose krist.‘‘ (Riedel-de Haén). Die Vorbereitung 
und Sterilisierung erfolgte ungefahr derart, wie friiher beschrieben [(39), (42) ]. 
Die 20%igen wasserigen Lésungen wurden wahrend 6 bis 8 Stunden mit 
der Geschwindigkeit von 2 g/kg/Std. eingefiihrt und besaBen die Tem- 
peratur der Umgebung, d.h. 26°. Die Injektion erfolgte mittels eines mit 
elektrischem Motor betriebenen Apparates, etwa 28 bis 30 Stunden 

| nach der letzten Nahrungsaufnahme. 10%ige Amytallésung (Eli Lilly) 
i] wurde in einer Menge von 0,55 cem/kg intraperitoneal eingefiihrt und dann 
so viel zugegeben, da kein Frésteln zustandekam (40). Die erste Blut- 
entnahme und die ersten Gaswechselbestimmungen erfolgten etwa 5 Stunden 
i nach Beginn der Narkose. Die Narkose wurde wahrend des ganzen Versuchs 
ep aufrechterhalten. 
Materialentnahme. Blut wurde aus sechs groBen GefaiBstimmen ent- 
nommen: 1. Aus der Femoralarterie und 2. der Femoralvene, 3. aus der 
Pfortader und 4. der Lebervene, 5. aus der Carotis comm. und 6. der auBeren 
Jugularvene. Die Blutentnahme erfolgte ungefahr gleichzeitig aus allen 
GefaBen innerhalb etwa 60 Sekunden. Die Punktion der Lebervene erfolgte 
mit einer unter einem Winkel von 50 bis 55° gebogenen Nadel, deren ge- 
bogener Schenkel auf 25 mm tief in die Lebervene, die im Leberparenchym 
verborgen war, eingelassen wurde, was die Sicherheit gab, da das ent- 
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nommene Blut tatsachlich reines Lebervenenblut war. Trotz der oftmaligen 
Entziehung des Blutes aus den Organen der Bauchhéhle verblieb dieselbe, 
bei peinlich reiner Arbeit, absolut rein; Bauchfell und Gedarme hatten 
wahrend des ganzen Versuchs ein normales Aussehen. In jeder Blutprobe 
wurde der Gehalt an Milchsaure, an Hexosen, Restreduktion und die relative 
Hb.-Konzentration, im Verhaltnis zum Standardblut aus der Femoralvene 
vor der Injektion, untersucht. Im Harn bestimmte man den Gehalt an 
Milchséure, Zufuhrsubstanzen und totalem Stickstoff. Hier werden nur 
die Untersuchungen der Milchsaure und teilweise der Hb.-Konzentration 
angefiihrt. Der Gaswechsel wurde nach friiheren Angaben bestimmt (35). 
Die in den vorliegenden zwei ersten Mitteilungen angegebenen Respirations- 
quotienten wurden in der Weise erhalten, da®B die auf oxydiertes Eiweif 
(Harnstickstoffbestimmungen) entfallenden O,- und CQO,-Volumina von 
den experimentell protokollierten Gaswechselwerten subtrahiert wurden. 

Milchsdurebestimmung. Blut und Harn wurden sofort nach der Ent- 
nahme des Materials, wie schon beschrieben (41), enteiweiBt und entzuckert. 
Die Blutfiltrate, auf py 7 eingestellt, wurden auf Abwesenheit der Reduktion 
nach Hagedorn-Jensen gepriift, wobei niemals deutliche Mengen redu- 
zierender Substanzen gefunden wurden. Auch die Harnfiltrate wurden 
in dieser Richtung immer analysiert. Vor der Destillation wurde das py 
der Filtrate auf 7 gebracht. Die Destillation erfolgte nach Friedemann, 
Cotonio, Shaffer und Kendall mit Phosphorséure anstatt Schwefelsaure. 
Die Ausbeute aus Zinklactat ergab in reinen Lésungen 95°,, aus dem Blute 
und Harn 90°. Deshalb wurde eine entsprechende Korrektur  vor- 
genommen |[vgl. (41)]. Die Destillation der doppelten Bestimmungen jedes 
GefaBpaares fand gleichzeitig statt. Die 20°% igen Lésungen der Glykose 
enthielten 0 bis 1,81 mg-°%, milchsaurevortéuschende Stoffe, der Galak- 
tose 0,38 bis 2,01 mg-°, und der Maltose 0,82 bis 0,90 mg-°%. So geringe 
Werte kénnen in der Bilanz unberiicksichtigt bleiben. 

Berechnung der Organbilanzen. Wenn man den Unterschied in dem 
Milchsauregehalt zwischen dem zu- und abstrémenden Blute mit dem 
Koeffizienten fiir den Blutdurchflu8 in der betreffenden Organgruppe 
multipliziert, so bekommt man laut der nachfolgenden Zusammenstellung 





Name der Stunden- Prozent- Durchfluf auf Blut ent- 
Organgruppe | “urehtlub- — gewicht 1g Gewebe nommen || Bemerkungen 
gangrup] koeffizient der Organe eem/Min. aus 
Motorisches 0,307 60 0,0341 (32) A.femor. Muskeln, Haut, Knochen 
System vor ; V. femor und Bindegewebe in 
q ag evwnng « SOEIOE. denselben Proportio- 
lypus der nen, in welchen sie 
ixtremitat die Extremitat bilden 
Pfortader- 0.3105 5,19(15) 0,399 (11) A.femor, Magen, Darm,  Milz, 
organe : V portae Bauchspeicheldriise 


Kopforgane 0,1382* 5,39 (32) 0,160 (29,32) A. carot. Hirnteil (1), Speichel- 
( driisen, Zunge, 


V. jugul. Muskeln, Knochen, 
ext. Haut 
Leber 0,396 3,88 (10) | 0,682 (10)  V. portae 4 Teile Blut kommen aus 


q der Pfortader, 1 Teil 
A. femor. aus der Leberarterie 
V. hepat. (10, 30) 


74,46 % 


* Es wird hier angenommen, dafi die Kopf- und teilweise Halsorgane nur aus solchen 
Jeweben zusammengesetzt sind, aus denen die fufere Jugularvene das Blut sammelt. 
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die ungefaihre Milchsiuremenge in g pro Stunde und 25 kg schwere Hiindin, 
die die entsprechende Organgruppe im gegebenen Zeitabschnitt ins Blut 
auswirft oder aus demselben beseitigt. 

Die Veranderungen in der Zusammensetzung des Blutes der Femoral- 
gefaBe wurden auf die ganze Extremitat, nicht nur auf die Muskeln derselben 
bezogen. In einer Reihe von Versuchen enthielt die abgeschnittene hintere 
Extremitéit etwa 52 bis 59% anatomisch ausprépariertes Muskelgewebe, 
das noch zwischen den Biindeln Bindegewebe enthielt. Den Rest der 
Extremitat bildeten alle anderen Gewebe. Deshalb wurde geschatzt, daB 
etwa 50% der Gebilde, die von der Femoralarterie versorgt werden, Nicht- 
muskelgewebe sind. Da etwa 30% des Hundekérpergewichts Muskeln 
bilden, so wurde das Gewicht des ganzen ,,motorischen Systems‘: auf 60% 
geschatzt. Einen unbedeutenden Fehler bilden hier die Muskeln des Kopfes, 
die bei den Kopforganen zum zweiten Male mitgerechnet werden. 

Zwar verringert die Amytalnarkose den Blutdruck und daher auch die 
mittlere Blutversorgung der Organe, aber dafiir kann die konstante Zufuhr 
von Fliissigkeiten in den Kreislauf den Durchflu8B erhéhen (30). Wenn sich auch 
beide Faktoren nicht kompensieren und selbst wenn der Fehler groB wire, 
beeinfluBt er unsere Schliisse nicht. Die Stundenwerte als Orientierungswerte 
gestatten, sich tiber den Umsatz von etwa 75° des Organismus klar zu 
werden. 

Abgrenzung der Begriffe. Als GefaBbilanz eines Organs bezeichnen wir 
die Menge der Substanz, die entweder durch das Organ aus dem durch- 
flieBenden Blute entzogen, oder durch das Organ in das durchflieBende 
Blut ausgeworfen wird. Bezeichnen wir den Gehalt der betreffenden chemi- 
schen Verbindung im zuflieBenden Blute als Z und im abflieBenden mit A, 
so wird dann die direkte GefaBbilanz B wie folgt sein: B = Z — A. 

Das Resultat wird ein Pluszeichen haben, wenn das Organ die Substanz 
zuriickhalt, dagegen ein Minuszeichen, wenn es dieselbe ins Blut entfernt. 
Die direkte Bilanz vor der Zufuhr, By, und die direkte Bilanz wahrend der 
Zufuhr, B;, wird sein: 

By = Z) — Ao. 
B, = Z, — A,. 


(1) 


Um zu erfahren, was wahrend der Zufuhr einer Substanz vorgeht, 
subtrahieren wir die direkte Bilanz vor der Zufuhr von der direkten Bilanz 
wahrend der Zufuhr; wir erhalten den Unterschied der Bilanzen oder die 
Differenzbilanz B,, die wir wie folgt ausdriicken kénnen: 

B, (Z;, —A,) — (4p — Ao). (2) 

Wenn das Endzeichen plus ist, so bedeutet dies, daB wahrend der 
Zufuhr ceteris paribus eine Anderung im Verhaltnis zur Bilanz vor der 
Zufuhr derart. eingetreten ist, daB das Organ entweder die betreffende 
Substanz eingesaugt hat oder es wirft um soviel weniger in das Blut aus. 
Ergibt sich ein Minuszeichen, so beweist dies, daB das Organ entweder um 
den angegebenen Wert mehr von der gesuchten Verbindung in das Blut 
auswirft oder sie um denselben Wert weniger aufnimmt. Die erste dieser 
beiden Interpretationen bezieht sich auf den Fall, wenn das Organ vor der 
Zufuhr eine Bilanz mit demselben Zeichen wie das Ergebnis aufweist; die 
zweite dagegen, wenn die Bilanz vor der Zufuhr ein entgegengesetztes Zeichen 
als das Ergebnis der Differenzbilanz hat. 

Durch Multiplikation beider Typen der GefaéBbilanzen mit den im 
Abschnitt ,,Berechnung der Organbilanzen“ angefiihrten Koeffizienten des 
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Blutdurchflusses verwandeln wir sie auf StundengefdBbilanzen fiir einen 
25 kg wiegenden Hund, was wir mit dem Symbol Bt bezeichnen. 


B;* —= (Za — Ao) . Koeffizient des Blutdurchflusses, | 


BS — (Z, — A,) . Koeffizient des Blutdurchflusses. | 


(3) 


BY = (Z,— A,) — (Zp — Ao) . Koeffizient des Blutdurchflusses. (4) 

Durch die Division der Stundenwerte durch das Gewicht der ent- 
sprechenden Organgruppe, G, erhalt man den Milchséureumsatz in 1 q 
Gewebe dieser Organgruppe, d. h. 

w SP pay 
ne oT und 3 
3. Ergebnisse. 

a) Organquellen und -miindungen der Milchsdure im Blute des 
hungernden Organismus. Tabelle I zeigt, daB 28 Stunden nach der 
Nahrungsaufnahme, wo der RQ. durchschnittlich 0,7 betragt, die Mehr- 
heit der Gewebesysteme die Milchséure ins Blut ausschiittet. Durch- 
schnittlich werden auf je 100ccm Blut, das das motorische System 
durchflieBt, 2,17 mg Milchséiure ausgeworfen, das ist nach den 
Angaben in dem Kapitel ,,Berechnung der Organbilanzen“ 0,05 mg 
auf 1g Gewebe stiindlich. Aus den Kopforganen gelangen 1,42 mg in 
100 ccm Blut, also 0,14 mg/g/Std. Aus den Pfortaderorganen gelangen 
3,11 mg-% in das Blut hinein, was 0,74 mg auf 1 g Gewebe pro Stunde 
bedeutet. Die Leber dagegen resorbiert die Milchsiure. Da das Blut 
der Leberarterie ein Fiinftel des Zuflusses bildet (siehe oben), verschwindet 
die negative Bilanz zwischen der Pfortader und der Lebervene, so dab 
das ganze Organ durchschnittlich 1,58 mg aus je 100 ccm Blut extrahiert, 
daher 1 g Gewebe stiindlich 0,70 mg. Mit dem Harn verlaBt den Organis- 
mus 0,177 mg/kg/Std. 

Wenn wir uns teilweise auf die Angaben anderer Forscher stiitzen, 
die mit Organen in situ arbeiteten, kénnen wir den stiindlichen Zu- 
und Abflu8 der Milchsiure im Blute gegeniiberstellen’ (Tabelle 11). 
Es wird dadurch klar, warum sich die Milchsdure im Blute unter solchen 
Umstanden auf konstantem Niveau halt, denn wieviel Milchsaure 
durch die einen Organe ins Blut geliefert wird, soviel unterliegt der 
Beseitigung durch eine andere Organgruppe. So kommt es zum Gleich- 
gewicht beider entgegenwirkenden Prozesse. Es ist aus den Zahlen 
ersichtlich, daB die Glykolyse im Blute selbst weder die einzige noch 
die iiberwiegende Quelle der Blutmilchséure sein kann (vgl. Evans, 
Hsu und Kosaka). In den Organbilanzen kommt die Blutgly.kolyse 
als ein die aus dem Organ wirklich ausgeworfene Menge vergréBernder 
oder ein die durch das Organ tatsachlich extrahierte Menge verkleinernder 
Faktor vor. Wiirde man jedoch annehmen, dab 50% des Organismus 
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Tabelle I]. Versuch einer Stundenbilanz der Milchsaure im Blute 
eines 25kg schweren hungernden Hundes, beim RQ. gleich 0,7. 











Organquellen Organmiindungen 
Ausgeworfene Resorbierte 
Milchsiure Milchsiure 
Organe <a Organe —_—_— —__— 
. mg lg Gew. c mg/l g Gew. 
g/Std. pro Stunde giStd. pro Stunde 


Motorisches System 0,706 0,05 Nieren** (mitHarn) 0,004 0,02 


Kopforgane . .. 0,187 0,14 Leber ...... | 0,626; 0,70 
Lungen* (vans, Gehirn + [Mc Gin- 
Hsu u. Kosaka) 0,166 0,50 ae) | re 0,182 0,73 
Pfortaderorgane . 0,966 0,74 Herz§ [MeGinty(?7)]| 1,193 4,2 
Summe -2,025 Summe + 2,005 


* 1,339/9 Kérpergewicht (15). — ** 0,8 9/9 Kérpergewicht (15). — + 1 °/) Kérpergewicht (15), 
durchschnittliche Milchsiureabsorption aus einigen Versuchsreihen 2,7 mg-°/9 (26), Blutversorgung 
in der Narkose 0,45 cem g!/Min. (9). § 1,129!) Kérpergewicht (15), Resorption von 7,1 mg-°/9 
Milchsiure aus dem Blute (27), Blutversorgung 1 cem/g/Min. (6). 


eine Glykose enthaltende Wasserlésung sei, die mit der Evansschen (5) 
Geschwindigkeit die Milchséure vergart, dann wiirde der Organismus 
eines 25 kg schweren Hundes etwa 1,9 g Milchséure stiindlich erzeugen, 
yas dem Werte entspricht, den wir tatsachlich finden, insofern diese 
ganze Menge ins Blut ausgeworfen wird. 

In den vorliegenden Versuchen fallt die verhaltnismaBig geringe 
Resorption der Milchsaiure durch die Leber auf. In vier von den an- 
gefiihrten zwélf Versuchen wirft die Leber die Milchsaéure gleich den 
anderen Organen aus. Da dies nicht ein Fehler unserer Technik ist, 
beweisen die Angiostomieversuche mit nichtnarkotisierten Hunden 
(London und Mitarbeiter), bei denen das Blut, ohne jedwede Stérung 
aus den LebergefaBen erhalten, analoge Resultate wie Tabelle I 
zeigt. Das Pfortadergebiet entfernte in den Versuchen dieser Autoren 
2,4mg-°, Milchsiure und das motorische System durchschnittlich 
3,4 mg-%. 

Die Herauslésung der Milchséure aus den Organen erfolgte manch- 
mal in der entgegengesetzten Richtung als die, in welcher der tber- 
wiegende Wasserstrom, der nach Hb.-Werten geschatzt wurde, ging. 
Auf Grund der Tabelle I konstatiert man, daB das aus den verschiedenen 
Organgruppen abflieBende Blut etwas héhere Hb.-Konzentration hatte 
als das zuflieBende: in den Extremitéten um 2,3 °%, im Pfortadergebiet 
um 3,4° und in den Kopforganen lediglich um 0,1°%. In der Leber 
dagegen stimmt der gewebestrebende Wasserstrom mit dem Milchsaure- 
strom iberein. 

b) Intravendse Dauerinjektion der Kochsalzlosung. Das in der 
Tabelle III protokollierte Experiment bildet einen befriedigenden 
Kontrollversuch fiir alle weiteren Injektionsuntersuchungen. Der RQ. 
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Tabelle III. Intravendése sechsstiindige Dauerzufuhr der physiologischen Koe 








ie = RY De pees Sent: lilehs 

Leber , 

Zeit Bilanz “< 

V. portae A. hepat. | V. hepat. 73 A. fen 

vendse venise total 

mg-°/ mg-°/ mg-°/o mg-°/o mg-°/9 mg-°/9 mg- 

Anfangsperiode . 14,9 10,1 12,0 + 29  —19 | +19 10, 
1. Injektionsstunde . 7,6 ‘Ge 9.4 om 18 1.~-37 1 if yh 
2 fs 10,9 5,3 5,7 + 52 | —04 | + 4,1 5, 
8. 10,6 6,1 10,4 + 02 | —43 | —09 6, 
4, 9,4 7,4 8,0 + 14 —06 | +1,0 7 
5. . aeg 12,2 8,8 8,6 + 36 | +02 + 2.9 8, 
6. ‘ Wr pee eee 9,8 6,7 6,7 + 3,1 0 + 2,5 6,’ 
Durchschnitt wahrend der Zufuhr 10,08 7,00 8138 + 1,95) —1,13 | + 1,38 7, 
Relative Hb.-Konzen tratio 

Anfangswert . . Gch ee 88 100 99 + 11 —1 +8 100 

Durchsehnitt wahrend der 

Dauerzufuhr 86,6 89,7 93,8 + 72 +41 + 6,6 89,7 
Tabelle IV. Kon trol 


Gleichgewicht der Bildung und Beseitigung der Milchséure durch die Organe eines 


NaCl-Lésung. 


Stundenbilanzwerte vor und 


— 








+ 
Organ queller 
Zeit ioe aa a as age i aed 
“ieee Kopforgane Lungen “7 
Vor der Zufuhr g/Std. . 0,645 0,166 0,166 * 1 
Sotehy [SPROO . +4) aE bs 0,645 0,153 0,166 * 0. 
: { mg/g Gewebe f+ pro Std. . 0,04 0,11 0,50 * 0. 

* Evans, Hsu und Kosaka (5). — ** Me Ginty (26). — + Mc Ginty (27). — ++ Frisches Gewebe. 


erfahrt wahrend der Infusion (Tabelle VIII) eine charakteristische 
Senkung unter das Prainjektions- und Postinjektionsniveau von 0,68 


bis 0,69. 


Wahrend der Einfiihrung der Lésung erniedrigte sich der 


Gehalt an Milchséure im Blute fast in allen GefaBen (Tabelle III). 
Beide Erscheinungen stehen nicht mit der Amytalnarkose, sondern 
mit der intravenésen Injektion der Kochsalzlésung in Zusammenhang, 
da sie auch bei nichtnarkotisierten Hunden beide zusammen vor- 


kommen [Wierzuchowski (35), sowie unver6ffentlichte Versuche]. 


In 


einigen GefaBen erfolgt die Senkung des Milchséuregehalts bis zu einem 
gewissen Grade parallel mit der Blutverdiinnung (vgl. III. Mitteilung), 
aber bisweilen ohne deutliche Verdiinnung des Blutes; so fallt z. B. der 
Sauregehalt in der Pfortader vom Anfangsniveau von 14,9 auf 7,6 mg-% 
in der ersten Zufuhrstunde, dagegen verringert sich die relative Konzen- 
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schen Kochsalzlésung (10 cem/kg/Std.), Hiindin Zef., 19,09 kg, 2. Juni 1932. 





lilchstiure im Blute 


Motorisches System Pfortadersystem 








Kopforgane Milch- 
er a ee siure 
im Urin 
|A.femor.|V.femor.| Bilanz | A.mesent. V. portae| Bilanz || A. carot. V. jugul. Bilanz auf 25 kg 


total | Gewicht 
mg-°/o mg-°/5 mg-%/) | mg-%/ | mg-°/9 mg-°/9 mg-9/9 ] mg-°/ 9 mg-°/9 mg-°/9 mg/Std. 
4+- 1,9 10,1 12,2 | —2,1 10,1 1449 |— 48 9,4 10,2 — 0,8 1,63 
1,8 7,7 9,0 — 1,3 7,7 7,6 |+ 0 8,3 9,9 — 1,6 6,04 
1 4,1 5,3 10,8 — 5,5 5,3 10.9 — 56 8,8 10,6 —- 1,8 6,04 
— 0,9 6,1 8,2 | —2,1 6,1 10,6 — 4,5 6,9 8,3 —1,4 6,40 
+ 1,0 7,4 8,3 — 0,9 7,4 94 i— 20 5,6 8,0 — 2,4 6,40 
+ 2.9 8,5 10,6 —18 8,8 12,2 — 34 10,9 11,8 — 0,9 6,04 
+ 2,5 6,7 7,7 | —1,0 6,7 98 j— 31 9,3 8,1 + 1,2 6,04 
+ 1,33 7,00 910 — 2,10 7,00 10,08 |— 3,08 8,30 946 —1,16 6,16 
-Konzen tration im Blute in %. 
+8 100 100 0 100 88 |—12 87 91 +4 
+66 | 89,7 903 | +06 89,7 | 866 |— 31 | 853 | 842 | —1,1 





Kon trollversuch. 
Organe eines 25 kg schweren Hundes wahrend der Dauerinjektion der physiologischen 
. 7.6 St pSt 
rte vor und wahrend der Zufuhr (55, 5;)). 





? 








Organ quellen Organmiindungen 
ingen “a Zusammen Harn Leber Gehirn Herz Zusammen 
166 * 1,490 2,407 0,002 0,753 0,182 ** 1,193 + 2,130 
[66 * 0,956 1,920 0,006 0,527 0,182 ** 1,193 + 1,907 
0) * 0,74 0,08 0,61 0,73 ** 42+ 
abe. 


tration des Hb. kaum, namlich von 88 auf 87°. In der Lebervene 
und der Femoralarterie fallt der Milchséuregehalt manchmal auf 
50°, des urspriinglichen Wertes. Wahrend der Zufuhr ist die 
Ubereinstimmung der Bildungs- und Beseitigungsgeschwindigkeit der 
Blutmilchséure auffallend (Tabelle IV), da beide etwa 1,9 g/Std. 
betragen. Beide Gr6éBen sind wahrend der Zufuhr kleiner als vor der- 
selben. Jedenfalls hat unsere Technik weder den Milchséuregehalt 
im Blute erhéht noch die GeféBbilanzen vergréBert. 

c) Galaktosedauerzufuhr. Die Galaktose, als ein bei intravenéser 
Zufuhr ohne Narkose oxydierbares Material [Wierzuchowski (35)], 
erhéht auch wahrend der Narkose den RQ. um etwa 0,10 am Ende der 
Einverleibung (Tabelle VIII). Nach Beendigung der Zufuhr fallt der 
RQ. langsam. Der auf Abb. 1 dargestellte Versuch kann fast als ein 

7* 
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Kontrollversuch benutzt werden, um so mehr, als die Injektionslésung 
denselben osmotischen Druck hatte wie die spéter injizierten Substanz- 
losungen, bei denen der Milchséureumsatz Veranderungen  erfuhr. 
In keiner der Kurven erhebt sich der Milchséurewert iiber das Anfangs- 
niveau, im Gegenteil, man sieht hier, z. B. mit NaCl-Lésung, das Fallen 
der Kurven, und zwar sowohl die der Arterien als auch die der Venen. 
In der Femoralarterie und Carotis betraigt die Abnahme in der zweiten 
Zufuhrstunde 5 bis 6 mg-°,, und erhalt sich auf diesem Niveau. In den 
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Galaktose 6 Stunden lang intravends Persrhe (2 g/kg/Std.). Hiindin Arab., 21,00 kg. 
4. VII. 1932. Tetragramm der Kurven des Milchséiuregehalts im Blute in vier Organgruppen: 
das zustrOmende Blut ist mit diinner {[Femoralarterie, Carotis, Mesenterialarterie (eigentlich 
Femoralarterie) und die Pfortader fiir die Leber], das abstrimende mit fetter Linie (Femoral- 
vene, Jugularvene, Pfortader fiir das PfortaderfluBjgebiet und die Lebervene) bezeichnet. 
AbfluBgefaBen des motorischen Systems, der Pfortader- und Kopforgane 
sind alle Werte wahrend der Zufuhr héher als in den entsprechenden 
ZufluBgeféBen, was die Auswerfung der Milchséure durch dieselben 
anzeigt, wobei in der Femoralvene und Jugularis ein ahnliches Sinken 
des Milchsiuregehalts zum Vorschein kommt, wie in den entsprechenden 
Arterien, mit Ausnahme der Pfortader, in welcher er auf gleicher 
Hohe bleibt wie vor der Zufuhr. Die Leber hingegen resorbiert die Milch- 
siure: alle Werte in der Lebervene sind niedriger als in der Pfortader. 
Ahnlich fiel ein anderer Versuch mit achtstiindiger Galaktosezufuhr 
aus (Tabelle V). 

Die unmittelbare durchschnittliche GefaBbilanz (6,) zeigt die 
Auswerfung der Milchséiure ins Blut durch die Organentrias und die 
Beseitigung derselben durch die Leber und die Nieren. Es werden 
zusammen etwa 3g ausgeschiittet, die Leber verarbeitet ein Drittel 
davon (B™). Im Verhaltnis zu den Prainjektionswerten zeigen beide 
zitierten Versuche wahrend der Infusion eine Zunahme des Abflusses 
der Milchséure aus dem motorischen System und den Pfortaderorganen 
(zusammen durchschnittlich um 1,9 g) (BY). Die Leber zeigt eine stiind- 
liche Zunahme der Resorption der Milchsiéure aus dem Blute ( Bj’) 
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Tabelle V. 
Milchséureumsatz in den Organen der Hunde von 25 kg Kérpergewicht. 
+ Auslésung ins Blut, 


Intravenése Galaktosedauerzufuhr. 


Beseitigung aus dem Blute. 





Gefafibilanzen der Blutmilchsdure 




















Typus 3 te : 
der ie . 2 Motori- Porta- Milch- 
Gefib- Hiindin und Bedingungen pave Kopf- —- bition — 
bilang System organe  gebiet cn alone 
Durchschnittswerte wahrend 
der Dauerzutubr: 
Bb, Arab., mg-% (Abb.1) . .  -5,38 -3,91 -4,88 + 1,07 13,4 mg 
B; Aspa., mg-% ...... (1-4/0); — -460 +458 76 , 
B; ; mg-",,. . . .. . | - 5,04 -3,91 -4,74 + 2,83 10,5 mg 
L G . oY e , ae — - 
Be Mr g/Std., ungefahbr . |-1,55 -0,52 -1,47 +1,12 0,01 ¢ 
By schnitt | 
G mg/g Gewebe* Std. | -0,10 -0,388 -1,138 +1,29 0,05mg 
I 
B; Galaktosezufuhr, mg-% | - 3,58 -3,91 -4,88 + 1,07 134 mg 
By Arab. Vor der Zufuhr, mg-°, | - 3,6 -3,9 +038 +256 02 , 
B, se a) jmg-°, . . -1,78 0 -5,18 -1,49 13,2 mg 
St Differenz ue n 
BS | g/Std. -055 OO |-1.61 -0,59 | 0,01 g 
B, Galaktosezufuhr, mg-% | - 4,70 460 +458 7.6 mg 
By Vor der Zufuhr, mg-°,, | — 3,2 - 0,8 |-1,16) 14 , 
Aspa. mt 
B, . jmg-% . . |i-1,5 -3,8 |+5,74 6,2 mg 
St Differenz Z ; : = 
BS | g/Std. -0,46; — (-1,18| +227 | 0,01 g 
We |} tench: ( #/Std.. ungefahr -0,50 — |-1,39/+084 01 , 
B* | schnittl. | ED Garena 
ak Differenz | mg/g Gewebe*/Std.. |-0,08 — -1,07)+0,97  0,05mg 


* Frisches Gewebe. 


um durchschnittlich 0.9 g. Da die Beseitigung der im UberschuB er- 
zeugten Milchsaure durch die Leber nicht vollstandig ist, mu man ver- 
muten, da diese in den nicht auf ihre Bilanz untersuchten Organen 
erfolgt. Die abgeleiteten Werte dienen nur zur Orientierung, zu- 
verlassig sind nur die unmittelbaren Bilanzen. 


Trotz starker Diurese erfuhr das Blut eine Verdiinnung von 0 bis 
11%, da entsprechende Wasserregulierung angewandt wurde. Das von 
den Organen abgehende Blut hatte eine geringere Hb.-Konzentration 
als das in dieselben eingehende. Wie bekannt, unterliegt die Galaktose 
in den Geweben der Wirbeltiere, wenn tiberhaupt, nur einer geringen 
Hexolyse (Katayama; Machold; Loebel; Warburg, Posener und Negelein; 
Laquer und Meyer; Wierzuchowski und Laniewski; Koike). 
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d) Glykosedauerzufuhr. Die Erhéhung des Nichteiweib-RQ. 
wahrend der Glykoseeinverleibung (Tabelle VIII) reicht manchmal 
iiber die ganze physiologische Skala von dem Niveau der fast reinen 
Fettoxydation bis tiber die Einheit. Der héchste Zuwachs betragt 
0,20 bis 0,30, er fallt langsam nach Aufhéren der Glykosezufuhr. 
Wahrend einer so intensiven Glykoseverbrennung erhéht sich in jedem 
Versuch der Milchséuregehalt im Blute jedes GefaiBes, in den arteriellen 
um 8 bis 34 mg-%, wobei er langsam bis zu einem Maximum ansteigt 
und dann bei weiterem konstanten StoffzufluB meistenteils fallt, aber 
den Anfangswert nicht mehr erreicht [(39) bis (41)]. Der Anstieg erfolgt 
nicht immer gleich beim Beginn der Zufuhr (Abb. 2, Tabelle VI), was 








Glykose | Glykose 
Oe 40 _Motorisches System 
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Injektionsstunden | Injektionsstunden 
| Pfortaderorgane |__| Kopforgane—. 0 
7 ary | Hihetiare | prorg y 2 33 
» | im Blute | , 
165 : 
-—_ 
agp | 3 260 
| alt PO 270 1 i 
| | x 294 | 289 
329 336 | 333 
* as }——— Bluteutihr + 
| | — Blutausfihr 
Abb. 2. 


Sechsstiindige Glykosedauerzufubr (2 g/kg/Std.). Hiindin Dolo., 25,30kg Kérpergewicht. 
15. XII. 1932. Milchsiuregehalt im Blute der vier Organgruppen. Vgl. Abb. 1. 


Tabelle VI. Glykosedauerzufuhr. Milchsiureumsatz der Organe. 





GefaBbilanzen der Blutmilchsaéure 





nn Are SSUAIREAS | SRR yew ——————|| Mileb- 

Hiindi Motori- Pfort- ener Siure im 

ne sches Roan hh ader- V.port. A.hepat. Ganzes Bug 

ayes | System jy. hepat. V.hepat., Organ 
Durchschnittswerte 
wahrend der Dauerzufuhr: 

Dol., mg-% (Abb. 2). . — 1,50/— 2,53/— 2,96) + 5,76 + 2,80'+ 5,17 18,1 mg 

Heb., mg-% ... . .| —3,90\—1,17/—4,47/| + 8,72) — 0,75|+ 2,83, 24,0 . 

Hort., mg-% ... . .| —1,60\— 3,57 — 5,08) + 2,52 — 2,50 + 1,52 47,6 , 
GroBer (mg-% || — 2,83!— 2,42|—4,17 + 3,17 29,9 mg 

Durch-)g/Std., ungefahr | — 0,72 — 0,32) — 1,29) +1,26 0,03¢ 
schnitt |mg/g Gewebe/Std./ — 0,05\— 0,24\—1,0 | +14 | 015mg 





oer semen mt PT: 
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moéglicherweise mit der Existenz der sogenannten ersten Phase [| Wier- 
zuchowski (36) (38)] zusammenhangt, oder vielleicht ein Ausdruck der 
Blutverdiinnung ist, welche den anfanglich schwachen Milchsaure- 
zuwachs maskiert. Diese Verzégerung im Steigen des Milchsauregehalts 
im Blute scheint beim Tiere Heb. keine im Zuwachs des RQ. zu_ be- 
wirken (Tabelle VIII). 


In den AbfluBgefiBen der milchséiureausfiihrenden Organentrias 
ist der Milchséuregehalt héher als in ZufluBgefaBen: im motorischen 
System um 2,33 mg-°%, in den Kopforganen um 2,42 mg-°, und in dem 
Pfortadersystem um 4,17 mg-%. Die Leber hingegen entzieht je 
100 cem Blut 3,00 mg (Tabelle VI). Die absolute Menge des Milch- 
siurezuflusses zum Blute aus der Organentrias betragt pro Stunde 
ungefahr 2,3 g beim 25 kg schweren Tier (Tabelle VI) (wovon die Leber 
etwa die Halfte resorbiert), was noch nicht die Steigerung des Milch- 
siuregehalts auf 100 cem Blut bei Glykoseiiberschwemmung erklart, 
da man solche Werte auch ohne Zufuhr erhalten kénnte (Tabelle LI, 1V). 
Erst die Differenzbilanz (BY (Tabelle VII) zeigt, daB es wahrend der 
Traubenzuckerinfusion zu einer vermehrten Ausfuhr der Milchséure 
aus dem motorischen System, den Kopf- und Pfortaderorganen kommt, 
die stiindlich ungefahr 1,4 g ausmacht. Verteilt man diese Menge auf 
50 °%, des Kérpergewichts, das aus Wasser besteht, so erhalt man fiir beide 
Tiere einen durchschnittlichen Zuwachs der Milchséiurekonzentration 
im Blute von 11,3 mg-%, wahrend er tatsachlich 8,6 mg-°% betrug. 
Man erhalt also auf Grund der Organbilanzen die GréBenordnung der 
Milchséuresteigerung im Blute. In der Differenzbilanz hat man mit 


Tabelle VII. Umschaltung der Organfunktionen bei Glykose- 
zufuhr. Milehsaiure im Blute und im Urin. 





Bilanzen der Blutmilchs&ure Mileh- 
Symbol Hiindin und Bedingungen Motori-  _ Pfort- , Sdure 
sches Bans nl ader- Leber = 1 om 
System | OTRANE Oroane PP oe 
I 
B, |i Glykosezufubr, mg-% . -3,50 - 2,53 -2,96 |+5,17 181mg 
— Boj cann.2))%" der Zufuhr, mg-% +0,2 -09 -06 +26 28) 
a Differenz, mg-°, . . .|-1,70 |- 1,63 |- 2,36 +2,57 | 15,8 
B, Glykosezufuhr, mg-% . - 3,90 -1,17 -4,47 +283 240 , 
— By Heb. Vor der Zufuhr, mg-% -2,0 |\-0,1 2,3 (+624 | 3,6 , 
B, Differenz, mg-%. . . 1,90 -1,07 -217 +341 204 , 
B, mg-% .... . .j}-1,80 |- 1,35 |- 2,27 |+0,41 181 , 
BY Durch- giStd. .... . . | -0,553/- 0,178 - 0,705) + 0,162 0,018 ¢ 
schnittliche 


St ee 
BS Differenz 


mg/g Gewebe'Std. . ~—0,04 -0,1 0.5 0,09 mg 
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Tabelle VIII. NichteiweiB-RQ. der Hiindinnen in der Amytalnarkwos 
denen Substanzen in den Versuchen, in denen « 
Milchsiurebilanz RQ. RQ. Wihrenj 
ist zu finden Hiindin | Gewieht Substanz vor der | — x 3 gears am 
in Zufuhr 1 2 3 
Tab. HI und IV. Zet. 19,09 Physiol. 0,685 0,66 0,64 | 0,64 | 0.6 
NaCl-Lésung 
i Asp. 19,22  Galaktose 0,87 0,80 0,89 0.95 0.97) 4 0,97 
Abb. 1, Tab. V Ara. | 21,00 ‘ 0.73 0,76 0,78 | 0,78 0.789% 0,79 
Teh Vi oS. Hor. 23,42 Glykose 0,74 0,84 0,97 0,95 | 0.909% 0.92 
Tab. VI und VII . || Heb. = 20,66 z 0,75 0,89 0,95 | 0,91 | 0.91% 0,95 
| Zuz. | 22,28 * 0,75 0,82 0,96 1,01 | 1.009% 1,00 
Abb. 2, Tab. VI und VIL . || Dol. 25,30 0,73 0,85 0,89 0,96 1.02%) 1,02 
| Carm. 21,10 _ 0,80 0,85 1,02 1,03 | 1,03 ,RP 1,06 
Abb. 3, Tab. IX . . | Annab. 22,46 Maltose 0,79 0,89 1,03 1,05) 1,05 fRe 1.11 
Tab. IX Bul. 24,24 ~ 0,71 | 0,86 0,97 1,02 | 1,049 1,02 
*) Manchmal dauerte die Infusion 8 Stunden. 
Werten zu tun, in die der Fehler der Blutglykolyse nicht eingeht, da 
derselbe in den subtrahierten Préainjektionswerten schon beriicksichtigt 
wird und bei der Glykosekonzentrationssteigerung keine wesent- : 
liche Verstérkung erfihrt (Macleod). Was den Mechanismus der ° 
Milchsaureverschiebung in diesen Versuchen betrifft, verhindert weder qv 
der Wasserstrom vom Blut zum Gewebe das motorische und Pfortader- 
System das Auslésen der Milchséure ins Blut, noch derjenige vom 4 
Lebergewebe ins Blut die Ablagerung der Milchsdure in der 
Leber. 


Warburg und spater Dickens und Greville u. a. stellten an Schnitten 
von Rattengeweben und Haarmann am Brei von Hundeorganen eine 
Abstufung der Gewebe beziiglich der anaeroben Glykolyse fest. 
Dickens und Simer fanden bei der Ratte den RQ. in glykose- 
enthaltendem Medium proportional der Intensitat der anaeroben 
Glykolyse im betreffenden Gewebe, was die Verfasser mit dem Bedarf 
an aerober Kohlenhydratenergie bei Milchsdurebeseitigung durch 
Glykogensynthese in Zusammenhang bringen. Diese Angaben sind aber 
nicht direkt auf das lebende Tier anwendbar, da die Gewebe, die in vitro 
am starksten die Milchsadure bilden, in vivo sie intensiv aus dem Blute 
beseitigen. 


e) Maltosehydratinfusion mit konstanter Geschwindigkeit. Das 
Verhalten einverleibter Maltose ist fast identisch mit dem der Glykose, 
sowohl hinsichtlich der Oxydation als auch der Hexolyse. Der Nicht- 
eiweiB-RQ. (Tabelle VIII) geht von einem niedrigen Niveau (0,75 im 
Durchschnitt) zur ausschlieBlichen Kohlenhydratoxydation iiber (es 
erfolgt dabei die nachstehend beschriebene Milchsdéurebildung), wobei 
der RQ. die Einheit tiberschreitet und im ganzen um etwa 0,30 steigt, \ 
wonach er geradlinig faillt. 
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rk. Soncer der KEinwirkung der intravenésen Dauerzufuhr verschie- 
n dice) @M ichsaurebilanzen der Organe untersucht wurden. 
——_ 
yihrent} @der Zufuhr RQ. nach der Zufuhr 
; 6 7*)  8*) 1 2 3 4 5 6 7 8 10 ll 
0.63} 3 0.58 0,60 0,61 0,64 0,71 0.68 0,69 0,68 0,68 - _— 
0,94 0,95 095 — — _ - ~ ns on wien ras 
0,83 0,87 0,87 0,84 0,86 0,86 0,81 | 0,77 0,78 - — 
0,96 sae A ce A ht PS aaa ieite Nasalhia) Yk a ee 
0,95 - - ~ — — —_ os = ae 
1,04 1,05 1,05 — - _ = ee ee Ms ws A Ess 
1,00 0.97 0,91 0,86 0.85 0,84 0,82 0,80 0,80 0,81 | 0,80 
1,07 1,08 1,08 - _ _ —- _ _ — — —_ 
1,05 0,97 0,93 6,89 0,85 0,79 0,74! 0,71 0,69 - a 
0,99 0,97 0,95 O88 O86 0,85 0,84 0,82 0,82 0,82 | — 





Der Verlauf der Milchsaurekurven (Abb. 
bei der Glykose beschrieben wurde, jedoch weist er manchmal auch keine 
Senkung am Ende des Versuchs auf. 


3) kann derselbe sein, wie 


Die Steigerung betragt im ar- 
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17. V. 1932. 


teriellen Blute 11 bis 16 mg-° 


Dauerinfusion des Maltosehydrats waibrend 6 Stunden (2g kg/Std.). 


Vgl. Abb. 1. 
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Abb. 3. 


tuber den Niichternwert. 


Hiindin Annab., 22,46 kg. 
Milchsduregehalt im zu- und abflieBenden Blute der vier Organgruppen. 


In dem ab- 


flieBenden Blut sieht man im Durchschnitt um einige mg-° héhere Werte 
i als in dem zustrémenden (Tabelle IX): im motorischen System um 





3,09 mg-%,, in den Kopforganen um 2,86 mg-°, und im Pfortadersystem 
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um 3,75 mg-°, héhere. Dagegen wird die Milchséure in der Leber regel- 
maBig und in jedem Punkte der Kurve (Abb. 3) mit einer durchschnitt- 
lichen Geschwindigkeit von 4,93 mg-°% (Tabelle IX) zuriickgehalten. 
Wiathrend der Maltosezufuhr wird die Milchsaure als Spaltungsprodukt der 
aus Maltose durch Maltase entstandenen Glykose in stirkerem MaBe als 
vor der Zufuhr durch die motorischen und Kopforgane ins Blut aus- 
gestoBen, wobei sie durch die Leber ausgiebiger als vor der Injektions- 
periode aufgenommen wird (Tabelle 1X). Das wahrend der Maltosezufuhr 
um 3 bis 28 °,, verdiinnte Blut ergibt keine RegelmaBbigkeiten hinsichtlich 
des Milchséurestromes im Vergleich mit dem tberwiegenden Wasser- 
strom. Da der Milchséureumsatz ungefahr dem bei Glykoseinjektion 
gleich ist, kann man dem Zerfall der Maltose in Glykose keinen Zu- 
sammenhang mit der Milchséurebildung zuschreiben. 


4. Analyse der Resultate. 


a) Anaerobe Hexolyse und Hexolyse in vivo. Alles spricht dafiir, daB 
die Amytalnarkose sowohl auf den Verlauf und die Héhe der Milchsaure- 
kurven im Blute und im Harn, als auch auf die Milchsaéurebilanzen der 
Organgruppen in vorliegenden Versuchen, sei es bei Hungertieren, sei 
es bei Hexosenzufuhr, keinen wesentlichen EinfluB hatte: 1. Die Uberein- 
stimmung der Kurven im Blute der Jugularvene ohne Narkose und mit 


Tabelle IX. Maltoseumsatz. 
Milchséiurebilanzen der Organe bei 25 kg schwerem Tiere. 





Gefaifbilanzen der Milchsiure 


= — Milch- 

> rt. 3H » j 
Symbol Hiindin und Bedingungen Motori- Kopf- ew we 
sches organe  fluf- aeonl pro Std. 


System gebiet 


Durchschnittswerte, wahrend | 
der Dauerzufuhr: i} 
tl 


"4.70 -2,65 -0,72 |+2.93 | 41.0 


B, Bul., mg-% . Lp eS oe 

B, Annab., mg-% (Abb.3) . . | -4,47 -3,07 -6,77 +6,92 | 10,0 

B, mg-% ..... . || -8,09 |-2,86 |-3,75 |+4,93 || 25,5 

BS Grober | g/Std., ungefahbr . . | - 0,949 - 0,378 - 1,164 +1,952 0,026¢ 
- Durch- 

B; schnitt 

Gi mgig Gewebe/Std.. . -0,06 -0,33 -0,9 +22 0,13 


B; Maltosezufuhr, durchschn. mg-% - 3,09 - 2,86 -—3,75 +4,93 | 25,5 
— B,. Vor der Zufuhr, z mg-% |/- 1,15 -1,15 -3,85 +143 | 5,2 





B, mg-%...... || 1,94 |- 1,71 |+0,10 |+3,47 | 20,3 
BY Durch- |giStd., ungefihr . - 0,596 - 0,226 +0,031 + 1,374, 0,020g 
Be schnittliche 
? Diff , f : 
5 pyrene an Gewebe/Std. . | - 0,04 - 0,2 0 1,6 0,10mg 
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Narkose wihrend der Glykosezufuhr (39) (40). 2. Dieselben Milchsaure- 
werte in der Jugularvene an unnarkotisierten Hiindinnen ohne und mit 
verschiedenen Hexosen, wie sie hier gefunden wurden (41) (und zahl- 
reiche unver6ffentlichte Versuche). 3. Nach Angiostomiemethode 
an nichtnarkotisierten Hunden gewonnene Befunde, die ahnliche 
Resultate ergaben wie in den vorliegenden Versuchen (London). 

In den die Milchsiure ins Blut ausfithrenden Organen der vor- 
liegenden Versuchsreihe existieren verschiedene Grade der hexolytischen 
Wirksamkeit, die in allen Experimenten sichtbar sind (auch Tabelle X), 
wenn die absolute, annaihernd geschaitzte Milchsiuremenge, die das 
System blutwarts auswirft, auf 1 g Gewicht desselben Systems bezogen 
wird (Tabelle I], IV, V, VI, IX). Ohne Ausnahmen haben die Milz, 
Bauchspeicheldriise, Magen und Darm zusammen die gréBte Fahigkeit, 
Milchséure zu erzeugen. Die Kopforgane bilden weniger. Aber am 
wenigsten liefert das motorische System. 

Um beurteilen zu k6nnen, in welchem Verhaltnis die Inten- 
sitat der Glykolyse in vorliegenden Versuchen zu der auf Gewebe- 
schnitten mit Barcroft-Warburgschem Manometer gefundenen an- 
aeroben Hexolyse steht, miissen wir unsere Werte mit ahnlichen termino- 
logischen Zeichen darstellen. Es existieren dagegen zwei Vorbehalte: 
1. Die Auswerfung der Milchséure ins Blut durch ein Organ ist nicht 
mit der Produktion gleichbedeutend, denn ein Teil der erzeugten Saure 
kann im Gewebe verbleiben und sofort weiter umgesetzt werden (was 
sonst an Schnitten auch vorkommen kann), andere Teile miissen dieses 
Organ nicht unbedingt auf dem Blutwege verlassen. 2. Wir kénnen die 
Zusammensetzung des Gasmediums nicht angeben, unter dessen 
Druck sich die Gewebe in unseren Versuchen befanden. Aus diesen 
zwei Griinden wahlen wir das Symbol Q‘,, das die Menge der Milch- 
sdure auf 1 mg Trockengewicht des entsprechenden Gewebes, pro 
Stunde, in cmm CO, angibt, die unter dem Gasdruck der lebenden 
Gewebe blutwarts ausgestoBen wird (Tabelle X). 

Die Ziffern in Tabelle X geben wohl ziemlich genau die Grében- 
ordnung wieder, die die Hexolyse unter normalen Verhaltnissen der 
Oxydation in intakten Organen aufweist. Im Vergleich zur Intensitat 
der anaeroben Glykolyse iiberraschen die Werte wegen ihrer Kleinheit, 
die sich meistens der Messung mit dem Barcroft-Warburgschen Apparat 
entzieht. Gehen wir sie der Reihe nach durch und vergleichen wir sie 
mit den Werten an isolierten Gewebeschnitten, so werden dann die 
charakteristischen Merkmale der in vivo Hexolyse hervortreten. 

Aus den Angaben von Shorr, Loebel und Richardson kann man fir 
ruhende Hundemuskeln den Wert Oy (vgl. Krebs) gleich 2,3 als Durch- 
schnittswert aus Phosphat- und Glykoseversuchen finden. In Tabelle X 
ist fiir das motorische System der Wert von (Qj, 0,02 bis 0,13. Da aber die 
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Tabelle X. Einflu8B der Umschaltung der Oxydation von iiber- 
wiegend Fetten auf itiberwiegend Kohlenhydrate auf die Pro- 
duktion von Milchsaure durch die Gewebe in vivo. 








Oy im Durchschnitt —_— 

Versuchsbedingungen ; 2 licher RQ. 

Motorisches Kopf-  Pfortader- des ganzen 

System organe organe Organismus 
Nach 28 stiindigem Hungern .. . 0,06 0,17 0,93 0,71 
Physiolog. ( Vor der Zufuhr . . 0,05 0,10 1,43 0,68 
NaC}-Lésung | Wahrend der Zufubr 0,05 0,14 0,92 0,63 
Galaktose | 0" der Zufubr . . 0,09 0,48 0,89 0,80 
eee \ Wahrend der Zufuhr 0,13 0,48 1,41 0,86 
Glykos { Vor der Zufuhr . . 0,02 0,06 0,43 0,74 
MYKOS€ | Wahrend der Zufuhr 0.07 0,23 2 0,97 
Maltose | Vor der Zufuhr . . 0,03 0,14 1,15 0,75 
eaehS©” | Wahrend der Zufuhr 0,08 0,35 1,11 1,01 


Muskeln in diesem System ungeféhr 50°, ausmachen und dessen 
wichtigsten Teil bilden, kénnen wir diese Werte verdoppeln, um die 
Daten fiir die bloBen Muskeln zu erhalten’ Dann hatte das Muskel- 
system ein Qj, von 0,04 bis 0,26, d.h. es wiirde die Milchsiure in 
einer Menge von 0,02 bis 0,10°% seines Trockengewichtes produzieren 
(auswerfen). 

Die Kopforgane (in dieser Versuchsserie teilweise auch die Hals- 
organe) haben auf Grund der Warburgschen Untersuchungen fiir die Ge- 
hirnrinde der Ratte einen Wert fir Q? gleich 19 und fiir die Kaninchen- 
speicheldriise 3. Es ware zu langwierig, fiir diese Organe den Durch- 
schnittswert der anaeroben Hexolyse zu bestimmen. Es geniige, zu 
erwahnen, daB die Organe des Kopfes und teilweise des Halses eigentlich 
ein Haut-Muskel-Knochenpraparat sind, in dem Organe von intensiverer 
anaerober Hexolyse verteilt sind, als jene Hexolyse, die in diesem 
Praparat existiert.. Dieses muB also eine héhere anaerobe Durch- 
schnittshexolyse ergeben, als ein reines Praparat vom Typus des 
motorischen Systems. In Tabelle X findet man fiir die Kopforgane 
Werte von 0,06 bis 0,48, also mehr als fiir die Muskeln. Die Milchsaure- 
produktion dieser Organe betragt also in vivo stiindlich 0,02 bis 0,19 % 
ihres Trockengewichtes. 

Im Pfortadergebiet betragt Qy? fiir die Rattenmilz 8, fiir die 
Kaninchenbauchspeicheldriise 3 und fiir die Schleimhaut des Ratten- 
darmes 4 (30). Wenn wir diese Werte in Gewichtsproportion zu den 
Organen, die sie reprasentieren, bringen, so bekommen wir einen Durch- 
schnittswert von 4,38. Beim Hunde in vivo finden wir fiir diese Organe 
in Tabelle X unter verschiedenen Verhiltnissen den Wert von Q‘y 
0,43 bis 1,43, d. h. die Gewichtseinheit dieser Organe lést aus sich die 
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Milchsaéure mit einer Geschwindigkeit von 0,17 bis 0,57 & ihres Trocken- 
gewichtes heraus. 

Es treten also einige charakteristische Merkmale der Hexolyse in 
Organen des lebenden Tieres hervor: Erstens ist sie annahernd einige- bis 
vierzigmal geringer als die anaerobe. Zweitens besitzt sie dieselbe Ab- 
stufung wie die anaerobe, sie ist namlich in den Muskeln am geringsten, 
gréBer in den Kopforganen und am gréBten in den Organen des Pfortader- 
gebietes. Drittens scheint aber die Hexolyse in vive nicht in konstantem 
Verhaltnis zur anaeroben zu stehen. Das Verhiiltnis Q}?/Q'y ist fiir die 
wenig Milchsaéure entbindenden Muskeln 9 bis 36, wahrend es fiir die 
viel Milchséure erzeugenden Pfortaderorgane 3 bis 5 ausmacht, d. h. je 
intensivere Hexolyse ein Gewebe besitzt, desto naher steht sie der ent- 
sprechenden anaeroben Hexolyse. Daraus folg., daB die Werte in den 
Pfortaderorganen sich am meisten den anaeroben Werten nahern. Das 
kann jedoch nicht der Lasion der Bauchhéhle zugeschrieben werden, da 
sich die Auswerfung der Milchsiure im Verlauf des Experiments nicht 
vergréBert (vgl. Tabelle IIT und Abb. 1), die Bauchhéhle keine makro- 
skopische Schadigung wahrend und nach dem Versuch zeigt und die 
Niichternwerte mit unserer Technik den Angiostomiewerten ahnlich sind. 

b) Glykolyse beim lebenden Tier und der Hauptbrennstoff des Orga- 
nismus. Nehmen wir als Betrachtungsobjekt das motorische System 
mit den Muskeln als dem Hauptbestandteil. Der RQ. des ruhenden 
Muskels ist ungefahr derselbe wie der des ganzen Organismus (13). Wenn 
also im hungernden Organismus der NichteiweiB-RQ. 0,7 betragt, so 
sind die Fette der tiberwiegende Brennstoff de. Muskeln und anderer 
Gewebe, der die Hauptenergiequelle fiir die synthetische Entfernung 
der Milchsaure liefern kénnte (vgl. Niemierko aus dem Laboratorium von 
Bialaszewicz; Lehnartz). In unseren Versuchen konstatieren wir, dab 
bei tiberwiegender Fettoxydation die Muskeln eine gewisse Menge 
Milchséure produzieren. Wird der Organismus mit Glykose und 
Maltose (die rasch in Glykose tibergeht) iiberschwemmt, so erreicht 
der NichteiweiB-RQ. des Muskels die Einheit und auf diese Weise 
kommt also der fiir den Muskel giinstigste Typus des Brennstoffes 
zum Vorschein. Wir kénnten erwarten, daB der Hundemuskel (31), der 
einen sehr giinstigen Oxydationsquotienten besitzt, die Milchsaure- 
produktion dabei wenigstens nicht vergréBern wird; werden doch 
beim ruhenden narkotisierten Tier keine Anspriiche an die anaerobe 
Energie gestellt. Indessen hért ein solcher Muskel nicht nur nicht auf, 
die Milchsiure im ,,Kohlenhydratfeuer’’ auszuwerfen, sondern er ver- 
starkt unter den nach unseren gegenwartigen Ansichten giinstigsten 
Bedingungen zum Riickgangigmachen der Milchsaiurebildung in hohem 
Grade die Auswerfung der Milchsaure (Tabelle X), was auch die anderen 
Organe tun kénnen. Es ist daher schwer, sich der Folgerung zu ent- 
ziehen, daB die sich derart im Organismus bildende Milchsaure nicht 
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das Ergebnis der anaeroben Hexolyse, sondern ein normales Glied im 
ProzeB des oxydativen Zerfalls des Traubenzuckers ist. 

In den vorliegenden Versuchen beweisen wir, daB der hepatopetale 
(vgl. Himwich, Koskoff und Nahum; Cort und Cori) Typus des Milch- 
siureumlaufs der erste von den zwei Arten der Milchsaéurezirkulation 
ist, die beim oxydativen, mit spezifisch dynamischer Wirkung ver- 
bundenen Kohlenhydratumsatz erscheinen (Wierzuchowski und Seku- 
racki). Die Beschreibung der zweiten Abart erfolgt in der I. Mitteilung. 
Sobald wir unter dem Eindruck der Versuche annehmen, da sich 
die Milchsiure unter normalen Lebensverhaltnissen aus der von auBen 
zugefiihrten Glykose bildet, dann steht nichts mehr im Wege anzu- 
nehmen, da’ sich die Milchsiure in den Organen auch aus der im 
K6rper vorhandenen, durch die Leber fiir den Rest des Organismus 
ausgeworfenen Glykose, also z. B. beim hungernden, ruhenden Tiere, 
wie oben beschrieben, bilden kann. 


5. Zusammenfassung. 


Die Hexolyse in den Organen eines lebenden, normalen Hundes 
zeigt folgende charakteristischen Merkmale im Vergleich mit der ana- 
eroben Hexolyse: a) sie ist viel geringer als die anaerobe; b) sie hat 
aihnliche Intensitaitsabstufung in verschiedenen Geweben wie die 
anaerobe, d.h. am kleinsten ist sie im Muskelgewebe, gréBer in den 
Kopforganen und am gr6éBten im PfortaderfluBgebiet, aber c) der 

Anaerobe Hexolyse 
Quotient ———.——..——— ist desto kleiner, je héher das Gewebe 
In vivo Hexolyse 

in der Intensitatsabstufung steht. Die Werte der Pfortaderorgane stehen 
den entsprechenden anaeroben Werten am nachsten, die des motorischen 
Systems am fernsten. d) Die Umschaltung der Zusammensetzung des 
NichteiweiB-Brennstoffes von Fett auf Glykose bedeutet fiir den lebenden 
Organismus eine Vermehrung der Milchséureproduktion durch die meisten 
Organe, wobei die Beseitigungsfunktion auch vermehrt erscheinen kann. 
e) Als Typus des Milchsiureumlaufs beim oxydativen Ruheumsatz der 
Galaktose, Glykose und Maltose ist ein solcher anzusprechen, der auf 
der Auslésung der Milchséiure durch die Muskeln, Kopf-, Pfortader- u. a. 
Organe und deren Resorption aus dem Blute durch die Leber u. a. 
Systeme beruht. Es gelingt sowohl beim hungernden Tier, das fein- 
eingestellte Gleichgewicht der Bildung und Beseitigung der Milchsdure 
bei deren konstantem Niveau im Blute (annahernd 0,08 g/kg/Std.) 
zu demonstrieren, als auch den Zuwachs der Blutmilchsaéure, bei deren 
vermehrter Produktion aus den durch die Organe mehrerzeugten Mengen 
annahernd abzulesen. f) Die iiberwiegende Richtung des Wasserstroms 
zwischen den GefiBen und den Geweben entscheidet nicht tiber die 
iiberwiegende Richtung des Stromes der Milchsaiuremolekiile. 
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Zur Ausfiihrung eines Teiles der vorliegenden Arbeit trug die Unter- 
stiitzung bei, die wir vom Nationalen Kulturfond erhielten, wofiir wir der 
Fondsleitung auf das warmste danken. Den Werken der Firma Eli Lilly 
and Company in Indianapolis, USA., danken wir fiir Uberlassung der 
gesamten Amytalmenge, die fiir die vorliegende Arbeit notwendig war. 
Der Vorstandsrat der Zuckerindustrie erteilte einem von uns (F’. Sekuracki) 
ein Stipendium, wofiir wir der Direktion danken. 
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II. Mitteilung: 
Organ-quellen und -miindungen der Milehsiure wihrend der Umsetzung 
der Fructose, auf Grund der Kontrollversuche mit Inosit, Acetaldehyd und 
Natriumlactat. 


Von 
M. Wierzuchowski und F. Sekuraeki. 
(Aus der Stoffwechselabteilung bei der [1. Klinik fiir innere Krankheiten 
der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 18. Dezember 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

In der vorhergehenden Mitteilung (14) wurde der Grundtypus des 
Milchsaureumlaufs wahrend der oxydativen Umsetzung einiger Kohlen- 
hydrate (Galaktose, Glucose, Maltose) im Organismus eines ruhenden 
Hundes in Amytalnarkose dargestellt. Die aus dem motorischen System 
(s. dort), sowie den Kopf- und Pfortaderorganen sich entwickelnde 
Milchsaure wird von der Leber aus dem Blute extrahiert und um- 
gesetzt, und deshalb wurde dieser Typus der Milchsaurezirkulation 
hepatopetal genannt. Es ist eigentlich derselbe Zyklus, wie er beim 
hungernden Organismus, bei dem RQ. etwa 0,7 zum Vorschein kommt, 
aber beim Ubergang von Fett- zum Kohlenhydratbrennstoff verstarkt 
wird. Im vorliegenden Teil stellen wir einen anderen Typus des Milch- 
siureumlaufs dar, der bei intravenéser Dauerinjektion von Fructose 
entsteht. Zu Kontrollzwecken wurde er mit einer Reihe von Versuchen 
mit anderen bemerkenswerten Substanzen erganzt. 


2, Die technische Seite des Problems. 


Es wurden zur Dauerinjektion folgende Praparate verwendet: |. ,,Fruc- 
tose, reinst, krist., fiir wissenschaftliche Zwecke‘‘, von der Firma Schering- 
Kahlbaum stammend. 2. ,,Acetaldehyd, reinst, fiir wissenschaftliche Zwecke** 
(Merck). 3. ,,Inosit, rein*t (Ciba) der Gesellschaft fiir chemische Industrie 
in Basel (Schweiz). 4.,,Acid. lacticum puriss. albiss.**(Merch), spez. Gew. 1,21, 
racemisch. 

Die Fructose wurde vollkommen kalt zubereitet und kalt sterilisiert 
und in 20% iger Lésung mit einer Geschwindigkeit von 2 g/kg/Stunde 
einverleibt. In einer solechen Lésung enthielt sie 5,17 bis 8,46 mg-% milech- 
siurevortauschende Koérper, also mehr als Praparate von anderen Hexo- 
sen (14). Diese Quantitat ist aber verschwindend klein gegeniiber den vom 
Organismus aus Fructose geformten Mengen und existiert, trotzdem das 
betreffende Filtrat keine Reduktion aufweist. Diese Stoffe waren entweder 
Spuren von im Praparat vorhandenen Verunreinigungen oder wahrend 
der Entzuckerung im = alkalischen Milieu’ entstandene Verbindungen. 
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Bei der Entzuckerung des Blutes mit Fructosezusatz ergab das Filtrat keine 
reduzierenden Substanzen. Die Inositlésung war 7,50- bis 7,90%ig und 
enthielt iiberhaupt keine Milchséiure vortéuschenden Stoffe; sie wurde nach 
kalter Sterilisierung mit einer Stundengeschwindigkeit von 0,40 g Inosit /kg 
eingefiihrt. Der Acetaldehyd befand sich in 1,02 %iger Konzentration in 
der physiol. NaCl-Lésung, was mit der Clawsenschen Methode festgestellt 
wurde. Bei Anwendung aller nétigen VorsichtsmaS8nahmen erhielt sich 
die Konzentration an Aldehyd unmittelbar vor der Kaniile auf einem 
konstanten Niveau. Die Zufuhrgeschwindigkeit war 0,125 g Acetaldehyd 
in steriler Lésung/kg/Stunde. Bei der Bestimmung der Milchséure im Blute 
und im Urin wurde vor der eigentlichen Destillation der Acetaldehyd be- 
seitigt, indem die entsprechenden Fliissigkeiten bei leeren Vorlagen in 
starkem Luftstrom zum Sieden gebracht wurden. Die d, l-Milchsaiure 
wurde, nach der Verseifung der ringférmigen Diester durch Kochen, mit 
Natronlauge neutralisiert, sterilisiert und nach der Abkiihlung auf py 7,4 
eingestellt. Die 3,69%ige Lésung wurde mit einer Geschwindigkeit von 
0,50 g Natriumlactat/kg/Stunde einverleibt. Alle iibrigen technischen 
Einzelheiten blieben so wie in der I. Mitteilung beschrieben ist (14). 


3. Ergebnisse. 


a) Konstante intravendse d-Fructosezufuhr. Die Oxydation der 
eingefiihrten d-Fructose erfolgt in tiberaus starkem Grade von der 
ersten Injektionsstunde an (Tabelle I). Sogar wenn der NichteiweiB-R Q. 
vor der Zufuhr 0,7 betrigt, so erhéht er sich gleich am Anfang 
der Einverleibung nahe bis 1 und steigt spater oft weiter. Der 
Zuwachs, den der RQ. dabei erfahrt, betragt 0,33, ausnahms- 
weise ist er auch gréBer, wobei die Einheit bedeutend  iiber- 
schritten wird. Nach Beendigung der Ketosezufuhr fallt der RQ. 
langsam. ‘Trotzdem sich der Milchséiuregehalt im Blute von Stunde 
zu Stunde standig erhdht, halt sich der RQ., nachdem er einen ge- 
wissen Héhepunkt erreicht hat, auf einem konstanten Niveau. Im 
Versuch mit Gina (Tabelle 1) war ein gewisser Grad der Auspumpung 
vorhanden. Durch diese Versuche werden die Resultate von Weer- 
zuchowski (9) bestatigt. 

Von allen von uns untersuchten Hexosen und Disacchariden (auch 
der in vorliegender Publikation iibergangenen Saccharose) ergibt die 
Fructose die staérkste Erhéhung des Milchséuregehalts im Blute (vgl. 
Wierzuchowski und Laniewski). Im Blute der Femoralarterie (Abb. 1) 
wachst der Gehalt vom Anfangsniveau 13,4 auf 60,5 mg-°% in der 
letzten Injektionsstunde, in der Carotis von 13,0 auf 54,5 mg-%. 
Das motorische System, das FluBgebiet der Pfortader und die Kopf- 
organe scheiden diese Séure nur in maBiger Menge in das Blut aus, 
nicht mehr als im niichternen Zustande oder wahrend der Zufuhr von 
praktisch wirkungslosen Stoffen, ja sogar weniger. Hingegen gibt die 
Leber die Milchséure in sehr bedeutenden Mengen ab, statt sie wie 
gewohnlich zu resorbieren, denn auf je 100 cem durchflieBendes Blut 
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Tabelle I. NichteiweiB-RQ. des 


. F. Sekuracki: 


ganzen Organismus 
der Milchsauregehalt 


wahrend de;r—Pauer 


verschiedener Pyrgan 
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wicht Infundierte Substanz 
kg 


27,28 m-Inosit 
29,51 i 

16,9) Acetaldehyd 
18,38  d,1-Natriumlactat 
21,00 d-Fructose 
21.00 is 

21,81 ‘ 

28,91 | ‘ 

28,51 ; 


* Manchmal dauerte die Infusion 7 oder 8 Std. 


Tabelle II. Sechsstiindige Dauerinfusion der Fructose (2g/kg/Std.).ffehalt 
Hamoglobinkonzentration im Blute.ffiindin 


RQ. RQ. fRvahrend 
vor der |—— ——— 
Zufuhr 1 


0,69 0,70 | 0.68 fps7 | 0, 
0,68 0,66 0,66 Bh.66 | 0, 
0,74 0,77 0.80 [so | 0, 
0,99 0,87 0.85 His2 | 0, 
0,91 0,98 0,97 97/1, 
0,93 0.99) 1.05 08 | 1, 
0,69 1,06 1,13 B14 1, 
0,69 094 0.98 B92) 1, 
0,74 O99 0.98 B98) 1, 




















f i lchséur 
Leber eae. ee Mot 
Zeit Bilanz 
V. portae | A. hepat.| V. hepat.|" veno- | arterio- | femor. 
venise venise | total 
mg-9/9 mg-9/5 mg-9 /9 mg-9/o mg-°/o me-' ng-"/9 
Anfangsperiode........ 11,2 7,5 12.5 —13 |— 50 | —208 75 
1. Injektionsstunde ...... 40,4 35,4 42.5 —21 }— 71 — 2.0 § 35,4 
2. . ea ne ees 53,4 51,1 57,7 —43 |— 66 | —48 §51,1 
3. ‘ Tens ae a 57,6 55,7 63,3 —5,7 |— 7,6 | —63 55,7 
4. eS 6 Sey te a bali 61,6 62,8 70,9 | —93 |— 8,1 — 91 9628 
5. a Bee ee 67,0 65,1 71,3 | —43 |— 62 | —4,7 9651 
6. * Soe ates 75,9 68,5 814 | —55 |—12,9 | —7,0 9685 
Durchschnitt wabrend der Zufuhr 59,32 56,43 64,52 | —5,20|— 8,09) — 5,78 956,43 
Relative Hb.-Konzentration{R Blute 
Amtepmeert. fo o:ii5: ees? aes 91 93 87 | —4 —6 —4 93 
Durehschnittlich wahrend der | 
Deversatalir. 2. we 79,0 80,8 793 | +18 | —15 +11 9808 


Tabelle II. Dauerzufuhrder Frue 





tose. Durchschnittliche Differenz zwischenfr Zu- 


werte in Organgruppen beim 25 kg schweren Hunde. DasfRichen 
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Leber Pfoi 
ee SL ese Ganzes Orgar 

Hiindin Jahreszeit V. portae A. hepat. anZze age iii 

V. hepat. V. hepat. direkt deaetak: 
mg-°/» mg-°/» mg-°/ £g mg-9 jo 
Gina 21. IIT. 1982 — 6,80 — 10,58 — 7,56 — 2,99 — 3,7! 
Taen. 20. VI. 1982 — 8,17 — 10,50 — 8,64 — 8,42 — 2,3: 
Bell. 17. II. 1983 — 5,20 — 8,09 — 5,78 — 2,29 — 2,8! 
Much. | _ 13. IIT. 1938 —12,27 | —1298 | —1240 —4,91 J — 0,66 

Durchschnitt aus den drei letzten ae 

Versuchen (Abb.2). ... . — 8,55 — 10,31 — 8,94 — 3,54 ~— 1,9¢ 
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der Pauerinfusion verschiedener Substanzen in den Versuchen, in welchen 
lencr#—Prgangruppen untersucht wurde. 
ft. BRrabrend der Zufuhr in Std. RQ. nach der Zufuhr in Std. 
4 5 | 6 | (7M | (| 1 2 3 4 5 | 6 7 s a ae 
) 0,68 57 | 0,67 0,68 0,69 0,70 0,71 0,74 0,75, 0,74 0,72 0,70 0,70'0,71 0,70 0,71 
) 0,66 P66 | 0,67 0,67 0,68 0,70 | 0,71 | 0,71 |0,71}0,71 0,71; — | — | - - — 
7. 0.80 B80} 0,78 0,75 0,72 0,71 —i —};—i!i-—-f- —j—{}|—j—|—!- 
F085 82) 0,79 0,81 | 0,89 || 0,92 | 0,88 | 0,85 0,91) 0,94,0,91, — - —|- - 
3 0,97 $997 | 1,04 | 1,03 | 1,02 | 1,06 1,05) —) — | — —}—);—, — —ji —|— 
y/ 1.05 9.08! 1,09 | 1,07 | 1,18} 1,12 1,14) — >) —)' —~ | —);— | ~ | — | = —-i - — 
5 113 Bld 1,10) 1,10 | 1,15 1,17 1,07 1,03 1,00 0,94 0,90 0,87 0,83 0,81. - — 
$ 0,98 B92 1,00 | 1,00 | 1,02 1,00 | 0,96 | 0,92 6,88) 0,86 0,810.77 0,76 0,74 0,73. — 
) 0.98 B98 1,00 | 0,99 | 1,01 1,00 0,99 0,99 1,00 0,97 0,91 0,89 0,88 0,87 0.86 0,84 
Std.).fehalt an Milchséure in verschiedenen BlutgeféBen und im Urin. Relative 
Blute.findin Bell. 28,91kg. 17. II. 1933. 
fichsture im Blute_ see oe eae ae EY ee ORL, Ee ae sso ow: est Mileh- 
Motorisches System Pfortadersystem Kopforgane siure im 
Sgt os Ae | a as 2 toe ett: OS | eS 5, Urin 
| auf 35 kg 
femor. V.femor. Bilanz A.mesent. V.portae  Bilanz | A. carot.| V. jugul. Bilanz Kérper- 
total i gewicht 
mg-' ng-?/9 mg-?/¢ mg-°/¢ mg-°/¢ mg-°/9 mg-°/9 i mg-%/5 mg-°/» mg-°/» mg-Std. 
—20 975 11,9 —44 7,5 112 | —3,7 10,5 9.8 + 0,7 4,70 
-2.0 935.4 35,1 + 0,4 35,4 40,4 — 5,0 33,9 34,7 —08 144,2 
—48 51,1 48,2 + 2,9 51,1 53,4 — 2,3 51,5 48.5 + 3,0 144,2 
— 63 9)55,7 56,6 — 0,9 55,7 57,6 | —1,9 55,3 56,2 —09 | 417,2 
— 91 92,8 64,0 — 1,2 62,8 61,6 + 1,2 62,7 | 63,7 — 1,0 417,2 
—47 95,1 694 | —4,3 65,1 67,0 —1,9 64,8 61,9 +29 296,4 
— 7,0 9685 67,6 + 0,9 68,5 75,9  —7,4 65,6 | 703 _—4,7 | 296.4 
— 578956438 5682 —039) 56,43 59,32 —2,89 55,63 | 5588  —0,25 2859 
ntration{# Blute in %. 
— 4 93 100 +7 93 91 —2 | 104 88 — 16 
+11 808 82,2 + 1,4 80,8 79,0 —1,8 79,8 81,0 + 1,2 
wischenffr Zu- und der Ausfuhr der Blutmilchséure und ihre approximativen Stunden- 
ichen — bedeutet Ausschiittung der Milchséure ins Blut. 
en, Gefalifanzen der Milchsiéure a Miindungen 
= Pfortadersystem Kopforgane Motorisches System 
% 34 ote Sores See CESS Ve RE of, Sie RARE SHEE: Milchsdure 
-— ; ; ; im Uri 
T8 Keel tn ee oe ee 
gefiil 
g mg-°/o g mg-°/o g mg-9/9 £ g 
299 §-878 | —117 | — Sa ae = 
- 8,42 —233 | —0,72 || —8,18 —0,42 | —1,38 — 0,42 0,300 
229 9 — 2,89 — 0,90 — 0,25 —0,33 || —0,39 — 0,12 0,286 
- 4,91 —0,66 | — 9,21 — 1,98 — 0,26 | — 1,63 — 0,50 0,314 
a5 F~ige? | ese |} —1g0 |) ene | <1 | ees 0,300 
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durchschnittlich 12,40 mg (Tabelle III, Hiindin Much.). In jedem Punkte 
der Kurve ist der Wert in der Lebervene um einige bis 10 mg-% 
héher als in der Porta und um einige bis 20 mg-% gréBer als 
in der Leberarterie (Femoralarterie), so daB wir in der Lebervene den 
héchsten Milchsdiuregehalt von allen untersuchten GefaBen antreffen. 
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Abb. 1. 
Sechsstiindige Fructosedauerzufuhr (2g/kg/Std. intravenis). Tetragramm des Milchséure- 
gehalts im Blute der vier Organgruppen, deren Zufuhr mit diinner, Ausfuhr mit dicker 
Linie gezeichnet wurde. Diinne Linien gelten fiir die Femoralarterie, Carotis, Mesenterial- 
arterie und die Pfortader, als ZufluBgefiB der Leber. Fette Linien bezeichnen die Femoral- 
vene, Jugularvene, Pfortader als AbfluBgefifB des Pfortadergebietes und die Lebervene. 
Hiindin Much., 28,81kg. 13. III. 1932. 


Dies hat seine Ursachen auch darin, daB der AbfluB der Milchséure 
aus dem Pfortadersystem und aus der Leber summiert. 

In dem in Tabelle II protokollierten Experiment steigt der Milch- 
siuregehalt in der Femoralarterie von 7,5 auf 68,5 mg-% in der letzten 
Injektionsstunde, in der Carotis von 10,5 auf 65,6 mg-% [vgl. (12)]. 
Von allen Organgruppen list wieder die Leber am starksten die Milch- 
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siure in das Blut aus: 5,78 mg-°, durch die Pfortader und 8,09 mg-°, 
durch die Leberarterie. 

In der Zusammenstellung mit zwei anderen Versuchen, deren Werte 
fiir die Leber in der Mitte zwischen den in der Abb. 1 und der Tabelle II 
ersichtlichen stehen, zeigt die unmittelbare GefaiBbilanz in Tabelle III, 
daB die Leber durchschnittlich 8,94 mg Milchséiure auf je 100 ccm 
des sie durchflieBenden Blutes auswirft, was bei einem Tier von 
25kg dem Blute 3,5g Milchsdéure pro Stunde zufiihrt. Die Organe, 
aus denen die Pfortader das Blut sammelt, lésen 1,96 mg-°% aus, also 
0,6 g auf eine Stunde; die Kopforgane werfen 1,80 mg-°% in das Blut 
aus, daher stiindlich 0,3 g, das motorische System 1,13 mg-%, d. i. 
0,35 g. Zusammen flieBen von allen erwahnten Organgruppen rund 
etwa 5g Milchséure in der Stunde ab, wovon etwa 70%, durch die 
Leber erzeugt werden. Die Nieren arbeiten intensiv an der Entfernung 
der sich standig anhaufenden Oxysaéure (vgl. Abb. 2), eliminieren aber 
nur etwa den 16. Teil der gleichzeitig von 3/, des ganzen Organismus 
erzeugten Menge. Charakteristisch sind die Werte der Milchsaéure in 
den AbfluBgeféBen der verschiedenen Organgruppen in der letzten 
Stunde der Fructoseeinverleibung : 





Hiindin V. femoralis V. jugularis ext. | V. portae V. hepatica 
mg-°/o mg-°/5 mg-°/o mg-°/o 

= = == 
Mas Oe OT ae ae 81.4 
| i ras | 53,3 56,0 61,1 70,8 
NG gic Sighs 56,3 65,5 | 66,1 68,6 
ie oa’ ae hi et 49.5 — 54,7 63,2 


Da das arterielle Blut im Organismus iiberall ungefahr die gleiche 
Zusammensetzung hat, sind aus diesen Ziffern sofort die Stufen der 
Fructolyse in den einzelnen Organgruppen zu ersehen, die alle in 
minderem oder héherem Grade die Fructose aus dem Blute resor- 
bieren (11): der Milchséuregehalt ist am geringsten in der Femoral- 
vene, gréBer in der Jugularis, noch gréBer in der Pfortader und am 
héchsten in der Lebervene. Die Rolle der Leber hat sich also véllig 
geindert. Sie wirft die Milchsaéure in den Blutkreislauf in iiber zehnmal 
gréBerer Menge aus, als das ganze motorische System oder als die 
Kopforgane und fiinfmal mehr als das ganze Pfortadergebiet. Die 
fructolytische Skala der einzelnen Organe tritt klar hervor, wenn wir 
die Werte der ausgeworfenen Milchsaure in ein Verhaltnis zur Gewichts- 
einheit der betreffenden Organgruppe bringen. Dann ersieht man, daB 
1 g frisches Gewebe des motorischen Systems 0,02 mg Milchsaéure pro 
Stunde bildet, 1 g Kopforgane 0,25 mg, 1 g Organe des PfortaderfluB- 
gebietes 0,47 mg und schlieBlich die Leber 4,07 mg. 








Sinem sv. «9 rencdan 


Si elena ercemennepesen 


Te 


F 


118 M. Wierzuchowski u. F. Sekuracki: 


Tabelle IV belehrt uns iiber die Anderung der Organfunktionen 
wahrend der Fructosedauerzufuhr im Vergleich mit den Niichtern- 
werten. Bemerkenswert ist die bei der Hiindin Taen. hervortretend 
Verschiebung der Leberfunktion auf eine andere Bahn. Beim Hungern 
resorbierte die Leber dieses Tieres 5,2 mg Milchséure auf 100 cem durch- 
flieBendes Blut. Wahrend der Zufuhr hingegen warf das ganze Organ 
8,64 mg-°, in das Blut aus. Damit dies geschehen konnte, muBte dic 
Erzeugung der Milchsaure aus der Fructose durch die Leber so steigen. 
daB sie den mit der normalen Aufsaugung der Saéure durch die Lebe: 
verbundenen Abgang nicht nur ausgleicht, sondern noch einen ent- 
sprechenden Uberschu8 ergibt, den wir direkt finden. Die ganze Zu 


Tabelie IV. EinfluB der Fructose auf den Milchséiureumsatz in 


Organen. Vergleich der GefaBbilanz vor der Zufuhr mit 
jener wahrend der Zufuhr. 
Erklarung der Zeichen: B; = direkte GefaBbilanz wahrend der Injektion, 
B, = direkte GefaBbilanz vor der Injektion, 4, = Differenz dieser zwei 
’ St Z oe ae sa 
Bilanzen, B Differenz pro Stunde und 25 kg ausgedriickt (s. Erklaruny 
d £ £ 
in Mitteilung I). -+ bedeutet Retention der Milchsiéiure in der Organgruppe, 


Auswerfung ins Blut. Alle Berechnungen gelten fiir 25 kg sehwere Hiindin 

















—_ GefaBbilanzen der Milehsiure — 
ao Hiindin und Bedingungen pack tea | 2 i Pee gg 
(Mittei- Leber ader- ns ai sehes Stund: 
lung 1) system | °T88MC System in g 
B, Fructose, mg-°, . . . — 8,64!) —2,383) —3,18 -—1,38 0,300 
— By Vor der Zufuhr, mg-% + 5,2 -2,7 |-02 +04 0,008 
B, Taen. ) Differenz, me-”, ree ; + 0,37 | —2,98 -1,78 0,297 
BY Ungefihr g/Std. . . . - 5,48 +0,11/ -0,39 )-0,55 0,30 
B, Fructose, mg-% . . .  - 5,78 -2,89  -0,25 |-0,39 0,286 
— By ell Vor der Zufuhr, mg-°, | - 2,0 -3,7 | +07 ‘j-44 0,005 
B, (Tab, I1) ) Differenz, mg-%. . . — 3,78 +081 -0,95 +4,01 0,281 
BY Ungefabr g/Std. . . . |- 1,50 +0,25 -0,13 +1,23 0,28 
B, Fructose, mg-% . . .  —12,40 -0,66 -1,98 -1,63 0,314 
— Bo Much, J Yor der Zufahr, mg-°., - 0.7 -2,7 -3,1 |-1,6 0,001 
Bz (Abb gas: mg-%.. . |\-11,7 | +2,04| +1,12 |-0,03 0,313 
BY Ungefabr g/Std. . . .  - 4,64 +063 +0,15 -0,009 0,31 


B isthe mg-% | - 9,77 +1,07 -0,94 +0,73 0,297 
BS Durchschnittl. Differenz | giStd. |= 887 +0,683 -0,15 + 0,22 0.30 

nahme der Produktion ergibt sich aus der Summe 5,2 plus 8,64 mg-°,,. 
d. h. 13,84 mg-%. Aus der durchschnittlichen Differenz in der Tabelle I\ 
mu8 man schlieBen, daB die prinzipielle Wandlung wahrend der Fructose- 
zufuhr nur die Leber betrifft, da die VergréBerung der Milchsaure- 
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ausfuhr aus den Kopforganen vernachlissigt werden kann, wahrend 
die Pfortaderorgane und das motorische System weniger abgeben als 
vor der Injektion. 

Es war interessant festzustellen, wie sich die Auslésung der Milch- 
siure durch die Leber zum Wasserstrom verhalt. Von den vier in 
Tabelle III angegebenen Versuchen hatte das von der Leber abgehende 
Blut durchschnittlich eine relativ starkere Hamoglobinkonzentration als 
das zuflieBende, und zwar bei Gina. um 5,8°%, bei Taen. um 0,5% 
und bei Much. um 3,4°%. Im verbleibenden bei Bell. (Tabelle 11) hatte 
das abflieBende Blut fast dieselbe Konzentration wie das zuflieBende. 
Der iiberwiegende Wasserstrom war also dem herrschenden Milchsaure- 
strom eher entgegengesetzt, was den auf Grund der Versuche der I. Mit- 
teilung gebildeten Vorstellungen nicht widerspricht. 

Die isolierte Hundeleber und Schnitte der Rattenleber (Rosenthal, 
Dickens und Greville) erzeugen reichlich Milchséure aus Fructose, wobei 
sich die Sauerstoffabsorption erhéht (Kisch), wahrend sie das mit Glykose 
entweder gar nicht oder nur in geringem Mae tun. Der Leberbrei des 
Kaninchens und des Hundes (Haarmann), sowie des Meerschweinchens 
(Fenz und Popper) scheint diese Eigenschaft gar nicht oder nur unvoll- 
kommen zu besitzen. Andere Gewebe setzen Fructose gar nicht oder nur 
in geringem Grade in Milchséure um (2). 

Die vorliegenden, an ernahrten Hiindinnen durchgefiihrte Experi- 
mente sind zeitlich nicht geniigend weit auseinander, um den Einflu der 
Jahreszeit nachzuweisen, jedoch wurde das héchste Ergebnis im Marz bei 
Much. (Tabelle I11) und das niedrigste im Februar bei Bell. erhalten, 
also beide in einer Jahreszeit, wo die Bildung der Milchsaure aus Fructose 
in der Leber der ernahrten Ratte erheblich geringer als im Sommer 
ist (6) (2). Die individuelle Veranderlichkeit ist nicht gréBer, als man 
iiberhaupt bei derartigen Untersuchungen erwarten muB; es ist viel- 
mehr festzustellen, daB beim lebenden Hunde diese Erscheinung regel- 
maBig, allerdings in geringerem oder héherem Grade, bei allen unter- 
suchten Individuen auftritt. 

Um sich zu tberzeugen, ob die Fructose bei konstanter intra- 
venéser Zufuhr in das Darmlumen mit der Galle iibergeht, wurde zwei 
Tieren von etwa 10 kg Gewicht, von denen bei einem der Choledochus 
unterbunden wurde, die Fructose in die Venen konstant eingefihrt. 
Nach sechsstiindiger Zufuhr enthielt der Nahrungstrakt, mit freiem 
GallenzufluB als Fructose ausgedriickt, 0,60 g reduzierende Stoffe, da- 
gegen enthielt der Magendarmtrakt mit verschlossenem Gallenzutritt 
nicht mehr als die Blankprobe. Die auf diese Weise in iibrigens geringer 
Menge in den Darm ausgeworfene Fructose konnte der Resorption 
unterliegen und eine gewisse Wirkung dabei ausiiben. Zu Kontroll- 
zwecken wurden folgende Experimente durchgefiihrt, um sich zu tiber- 
zeugen: 1. Ob unsere Technik nicht zur Abgabe der Milchsaure durch 
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die Leber AnlaB gibt. Die in der vorhergehenden Mitteilung veréffent- 
lichten Versuche verneinen dies. Hier wurde die Dauerinfusion von 
Inosit ausgefiihrt. 2. Was im Organismus geschieht, wenn ein anderes 
Organ als die Leber die Milchséure sehr stark auslést. Um dies be- 
antworten zu kénnen, wurde Acetaldehyd intravenés einverleibt. 3. Ob 
die groBe Menge der im Organismus kreisenden Milchsaéure nicht die 
siureumsetzende Funktion der Leber andert. Zur Entscheidung dieses 
Zweifels wurde d, |-Natriumlactat intravenés infundiert. 

b) Dauerinjektion des inaktiven Inosits. Der NichteiweiB-R Q. hatte 
in zwei in Tabelle I dargestellten Versuchen mit Inosit vor und nach 
der Zufuhr den Wert von etwa 0,7, dagegen wahrend der Einverleibung 
einen niedrigeren Wert als 0,7, ahnlich wie in dem Experiment mit 
physiologischer NaCl-Lésung in der I. Mitteilung. Das Fett war (auBer 
EiweiB) das Hauptmaterial der Oxydation. Der Inosit wurde nicht 
oxydiert. 

Da die Resultate bei der Inositzufuhr ungefihr so wie bei der 
Kinfiihrung der physiologischen NaCl-Lésung ausfielen [vgl. (14)], 
geben wir sie zwecks Raumersparnis nicht an. In der ersten Injektions- 
stunde steigt der Milchsiuregehalt voriibergehend fast in allen GefaBen. 
In den nachfolgenden Stunden erhalt sich das vor Beginn der Infusion 


Tabelle V. GefaBbilanzen der Milchsaéure in Organgruppen bei 
Inositzufuhr (vgl. Tabelle IV). 





| GefiBbilanzen der Blutmilchsiure Milch- 

er | Motor Pe mt 
* Hiindin und Bedingungen || Motori-) poe ort- im Urin 
— _— sches po at ader- | Leber  pro25kg 
— System 8 | System pro Std. 





Durchschnittswerte wahrend 

der Dauerzufuhr: 
Aza., mg-% ..... | = 1.69)-2,14 -3,56) +429) 11,9 mg 
Mata, MP 9. 2,22 |-3,34 -0,66| +097 111, 


GroBer { Mg-% (Abb.2)  -1,91)-2,74 | -2,11) +263) 11,5 mg 
Durchschnitt | gistd. . . . .  -0,59 -0,86 (-0.66) +1,04| 0,01¢ 
Inosit, mg-% . .. . -1,60/-2,14 -3,56 +4,29/ 11,9 mg 
Vor der Zufuhr, mg-%, -3,9 -22 (|-1.1 |-1,92) 6]. 


seer mg-%. . .  +2,80/ +0,06 |-246| +237) 58 mg 





Aza. 
Ungefabr g/Std. . . . | +0,71 +0,008|-0,76 | +0,94! 001g 


Inosit, mg-% .... 2,22 -3,34 -0,66) +0,97/ 11,1 mg 
Vor der Zufuhr, mg-%  -4,5 | -2,6 -89 +07 5 ae 





Mata. 


Senamen mg-%. . . | +1,28|-0,74 | +8,24| +0,27) 7,4 mg 

Ungefabr g/Std. . . .  +0,839/-0,10 +2,59| +011) 0,01g 

Durchschnittliche { mg-°5  +1,79 | -0,34 + 2,89 | +1,32 | 6,6 mg 
Differenz | g/Std. +0,55 -0,05 +090) +052 001g 
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bestehende Niveau, mit Ausnahme der Pfortader, deren Blut durch- 
schnittlich um 3,23 mg-°% héhere Werte enthalt als am Anfang. Im 
allgemeinen steigt der Milchsduregehalt im Blute unter dem Einflub 
der bedeutenden Mengen dieser hydroaromatischen Verbindung nicht. 
Die durchschnittliche unmittelbare GefaiBbilanz zweier Versuche 
(Tabelle V) zeigt, daB das motorische System 1,91 mg Milchsaure auf 
100 cem durchflieBendes Blut auswirft (etwa 0,6 g/Std.), das Pfort- 
adersystem 2,11 mg (ungefahr 0,7 g/Std.) und die Kopforgane 2,74 mg 
(d.i. etwa 0,4 g/Std.). Zusammen kommt ins Blut etwas mehr als 
1)/, g/Std. beim 25 kg schweren Tier. Die Leber beseitigt 2,63 mg-° , 
also etwa 1 g/Std., und die Nieren 0,01 g mit dem Harn (Abb. 2). Beim 
Vergleich mit den Niichternwerten zeigen die Bilanzen wahrend der 
Zufuhr (Tabelle V) keine Verstaérkung der Milchsiureproduktion durch 
die Organe. Die Leber nimmt wahrend der Infusion mehr Milchsaure 
auf als vor derselben. 

Wahrend der Inositeinfuhr verdiinnte sich das Blut in den ver- 
schiedenen Organgruppen von 5 bis 14 °% bei der Hiindin Aza. und von 
7 bis 15% bei Mata. Sowohl die Leber als auch der Darm hatten in 
beiden Experimenten die Neigung, das Wasser zuriickzuhalten, dagegen 
das motorische System und die Kopforgane es maBig auszuscheiden. 
Die Milchsiure ging also in der Leber vorwiegend mit dem gewebe- 
strebenden Wasserstrom in das Organ iiber, im Pfortadergebiet aber 
wanderte sie ins Blut gegen den tiberwiegenden Wasserstrom, der ins 
Gewebe gelangte. In den tibrigen Organgruppen drang sie mit dem 
iiberwiegenden Wasserstrom ins Blut ein. 

c) Einfihrung des Acetaldehyds mit konstanter Geschwindigkeit. Da 
die Ausatmungsluft durch eine Waschflasche mit Natriumbisulfit ge- 
waschen wurde, um den Aldehyd aus der Luft zu beseitigen, muB der 
RQ. mit Vorsicht betrachtet werden (Tabelle I). Er erhéht sich ein 
wenig am Anfang der Aldehydeinfiihrung von 0,74 auf 0,80, aber 
am Ende der siebenstiindigen Injektion sinkt er sogar unter das 
Prainjektionsniveau. Die Zunahme des RQ. ist unter diesen Um- 
stinden eher der Auspumpung als der Oxydation des Aldehyds zu- 
zuschreiben. Die Abnahme des RQ. hat denselben Charakter wie in 
manchen anderen Injektionsversuchen [vgl. (14)]. Wahrend der Aldehyd- 
zufuhr steigt die Milchsiure im Blute der Femoralarterie um tber 
10 mg-% (Tabelle VI) und erreicht ihren H6éhepunkt in der zweiten 
Einspritzungsstunde, wonach sie sich langsam vermindert und sich auf 
einem um einige mg-°% hdheren Niveau als das anfangliche halt. 
In der Femoralvene wurden ausgesprochen héhere Werte als in der 
Arterie beobachtet; in der ersten Stunde der Dauerzufuhr sind sie 
um 22,7 mg-% hoéher, durchschnittlich um 9,97 mg-%, ahnlich also 
den groBen Milchséurequantitaten, die die Leber wahrend der Fructose- 
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einverleibung ins Blut ausschickt, nur ist hier das motorische System 
der Hauptlieferant der Milchsiure. Die Leber beseitigt die Milchsiure 
in ausgiebigem Mabe, daher erscheinen in der Lebervene die niedrigsten 
Milchsiurewerte, wahrend sie in der Femoralvene am héchsten sind, 
also genau umgekehrt wie bei Fructosezufuhr. Das motorische System 
sendet in das Blut ungefahr 3g aus (Tabelle VII), die mit der von 
der Leber bei Fructosezufuhr ausgeschiitteten Menge \Tabelle ILL) ver- 
gleichbar sind. Das Pfortadersystem wirft durchschnittlich nur Spuren 
von Milchsaéure in den Kreislauf aus. Die Leber resorbiert etwas mehr 
als 1g, und mit dem Harn gehen '/;9)g ab. Dadurch wird das Blut an 
Milchsaure reicher, weil die Leber und andere siureaufnehmende Organe 
nicht geniigen. Wenn man auch die Differenz zwischen Niichtern- und 
Zufuhrwerten (Tabelle VII) in Betracht zieht, so wird es dadurch noch 
keineswegs klar, warum die Blutmilchsiure waihrend der Aldehydzufuhr 
im Verhaltnis zum Grundniveau zunimmt, da die Zunahme der Milch- 
siureauslésung durch das motorische System (1,2 g) dem Zuwachs der 
Aufnahme durch die Leber (1,4 g) fast gieich ist. 


Tabelle VII. Acetaldehyd intravenés. GefaBbilanzen der Milch- 
saure (vgl. Tabelle IV). 





Blutmilchsiure Urinmileh- 
Gefab- ‘ ie ke a as wie siiure 
bilanz Bedingungen Motori- Pfort- pro Stunde 
sches ader- Leber 


w%k 
System gebiet and 2 kg 


Ss . pe 
BS Stundenbilanz wahrend der 


Zufuhr, g/Std.. . .... —3806 —0,06 +1,01 0,01 ¢ 

B; Acetaldehyd, mg-% (Abb.2) —9,97 —0,20 +256 10,5mg 
—B, Vor der Zufuhr, mg-°4 . . .  — 6,1 —05 | —10 25 . 
B, || Differenz, mg-°,,. . . .. . | —387  +0,380 > + 3,56 8,9 , 
ita” ees: os ee) oa 


Die Wirkung des Acetaldehyds beruht also auf Auslésung einer 
Milchséurebildung aus Muskelglykogen. Sie wachst in Form der 
Kurve, die einen Héhepunkt erreicht und bei langerer Zufuhr fiallt. 
Der Kurvenverlauf des Milchséuregehalts im Blute wahrend der Aldehyd- 
zufuhr kann mit der sukzessiven Abnahme der Saéureausschiittung aus 
den Muskeln im Zusammenhang stehen, so daB sie in der letzten Stunde 
der Aldehydzufuhr fast genau soviel wie vor der Injektion betragt 
(Tabelle VI). 

Das Blut weist eine Verdiinnung von 1 bis 15% in den verschie- 
denen GefaBen im Verhaltnis zu den im betreffender: GefaB gewonnenen 
Anfangswerten auf (Tabelle VI). Die starke Milchséureentfernung aus 
dem motorischen System ist mit dem iiberwiegenden, entgegenflieBenden, 
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Tabelle VIII. Konstante intravenése Zufuhr von d,l-Natrium 








mg-°/, 
+ 8,1 
+ 6,1 


+ 14,0 
+ 13,7 


© 


F 


| + 
109 


o 


9 
iD 


+ 9,42 


Leber 
Zeit Bilanz 
V. portae A. hepat.| V. hepat. weno’ | aseentne 
venose venose 
mg-°/o | mg-%o | mg-%o mg-°/9 mg-9/, 
Anfangsperiode . ....... 35,9 29,0 264 + 95 |/+ 26 
1. Injektionsstunde. . . 2... 79,1 71,6 71,5 + 76 /+ O,1 
8. ‘. ub ah ee 127,7 114,7 111,1 +166 + 36 
4. es Bee yt he 142,9 134,9 127.6 +153 + 7,3 
5. Z So iy eer ee 159.9 126,8 1494 +105 — 22.6 
6. - oe pide aay 160,8 176,3 1694 — 86 + 69 
Durchschnitt aus der 1., 3., 4. | 
und 5.Std.. ........ || 127,40} 112,00) 114,90) + 12,30|— 2,90 
Relative Hb.-Konzen 
ORE. AS uo eae 104 — 106 + 2 — — 
Durchschnittlich wabrend der 
Demersufebr: . . oo eK 93,0 89,0 96,2 |+ 3,2 |+ 7,2 


namlich gewebestrebenden Wasserstrom verbunden, so daB das Blut 
der Femoralarterie eine relative Himoglobinkonzentration von durch- 
schnittlich 90,1 °%, und das Blut der Femoralvene eine von 96,7 %, d. i. 
um 6.6% mehr aufweist. 

d) d,l-Natriumlactat, dauernd einverleibt. Das hier angegebene 
Experiment (Tabelle VIII) ist bis zu einem gewissen Grade eine Aus- 
nahme, weil der Organismus schon vor der Zufuhr des Lactats: 1. einen 
hohen RQ. (0,9) (Tabelle I), 2. eine sehr stark ausgepragte Bildung, 
und 3. eine ausgiebige Vernichtung der Milchséure in den Organen 
(Tabelle IX) aufweist, wobei ihr Niveau im Blute ungefahr zweimal 
hoher ist als normal, wodurch auch 4. die Elimination mit dem Harn 
stark vermehrt ist (Tabelle VIII und IX). Die Sektion des Tieres 
zeigte den normalen anatomischen Zustand der Organe. 

In der Tabelle I spricht nichts fir die Oxydation des Lactats. 
‘Labelle VIII zeigt ein sehr erhebliches Steigen der Milchsiurekurven 
in den verschiedenen GefiBen wahrend der Zufuhr, aber in der sechsten 
Injektionsstunde erfolgt eine plétzliche, noch gréBere Zunahme, die 
vielleicht mit dem Aufhéren der séurebindenden Funktion der Leber 
infolge fortschreitender toxischer Lactatwirkung im Zusammenhang 
steht. Deshalb werden nur die ersten 5 Stunden in Betracht gezogen, 
in denen der Milchséuregehalt im arteriellen Blute bis auf 127 mg-% 
steigt. Aus der Tabelle 1X folgern wir, daB wihrend der Lactatzufuhr die 
Auswerfung der Milchsaure in diesem besonderen Versuch nicht nur nicht 
aufhért, sondern sogar noch steigt. Das motorische System produziert 
namlich wahrend der Zufuhr um 3,30 mg-% mehr als vor dieser, d. i. 
beim 25 kg schweren Tier ungefahr 1 g stiindlich mehr, die Kopforgane 


+ 40 
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laktat. (0,50g/kg/Std.) 6Std.dauernd. Hiindin Kall., 18.38 kg. 9. VI. 1932. 





———____ 





Milchséure im Blute 








Kopforgane Milch- 
sutsnseiiiinsinppetiadteaaiasisciniatancaiai — saure 

im Urin 
auf 25kg 
Gewicht 


Motorisches System 





A.femor.| V. femor. Bilanz A.mesent. V.femor.| Bilanz A. carot. | V. jugul. Bilanz 


mg-°/ mg-°'> mg-°/ > mg-/» mg-9/9 mg-9/o mg-°/9 mg-?!, mg-9/», mg Std. 
29,0 | 362 — 7,2 29,0 359 — 69 26,7 32.1 — 54 38,6 
71,6 82,7 —11,1 71.6 79.1 — 7,5 82,7 85,4 — 2,7 | 1816 
114,7 131.9 |—17,2 114,7 127,77 —13,0  117,0 127,4 ~10,4 2196 
134,9 138,7 — 38 134,9 1429 — 80  134,4 145.0 —106 2196 
126,8 | 1386.7 — 99 126,8 159.9 —33,1 1268 145,1 —183 | 2124 
176,38 | 1920  — 15,7 176,3 1608 +15,5  174,7 178.6 — 39 2124 


112,00 | 122,50 —10,50, 112,00 12740 —15,40 115,23 | 125,73 —10.50 2045 


tration im Blute in %. 
— 100 | — _ 104 _— 100 - — 


89,0 90,8 |+ 1,8 89,0 930 + 40 915 91.5 0 


um 5,10 mg-°, mehr, also um etwa 0,7 g/Std. und das Pfortadergebiet 
um 8,50 mg-°% mehr, daher jede Stunde etwa 2,6 g. Die Leber steigert 
ihre Aufnahmefahigkeit nur unbedeutend, nimlich um 1,32 mg-%, d. i. 
annadhernd 0,5 g stiindlich. Es ist aber vor allem die Niere, die die 
Elimination des Lactats besorgt, denn mit dem Harn gehen 2,01 g 
Lactat mehr als vor der Zufuhr ab. Rechnet man die Verstarkung der 
Milchsaéureausfuhr aus den verschiedenen Organen auf 1 g Gewebe des 
betreffenden Organes um, so zeigt es sich, daB die zusatzliche Aus- 
werfung dieselben Stufen hat wie die Ausschiittung vor der Zufuhr, 
d. h. am starksten ist der Zuwachs aus den Pfortaderorganen, kleiner 
aus den Kopforganen, am geringsten aus dem motorischen System 
(Tabelle IX). 

Im allgemeinen kommt es bei der Lactatzufuhr zu extremen 
Werten sowohl hinsichtlich der Auswerfung der Milchséure blutwarts, 
als auch hinsichtlich ihrer Aufnahme durch die Leber und Elimination 
durch die Nieren. Das motorische System lést 10,50 mg-°, (3,2 g/Std.) 
(Tabelle IX) aus, die Kopforgane durchschnittlich auch 10,50 mg-% 
(1,4 g/Std.) und das Pfortadersystem 15,40 mg-% (4,8 g/Std.). Die 
Leber resorbiert unter diesen Verhaltnissen die Milchséure, so gut sie 
es kann, denn wir treffen hier in den einzelnen Stunden eine Milch- 
siureaufnahme bis zu 16,6mg auf 100 ccm des von der Pfortader 
durchflieBenden Blutes (Tabelle VIII). Die Leberfunktion hat ihren 
besonderen Verlauf: sie steigt bis zur dritten Zufuhrstunde an, dann 
fallt sie und erschépft sich bis zam Zusammenbruch in der sechsten 
Stunde. Die Leber entfernt durchschnittlich 9,42 mg-°%, daher ungefahr 


3,7 g/Std. (Tabelle VIII und IX). 
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Tabelle [X. Zusammenstellung der GefaBbilanzen der Milch- 
siure bei d, |-Lactatdauerinjektion (die ersten fiinf Injektions- 
stunden). Vgl Tabelle IV. 








GefaiSbilanzen der Milchséure Milchstiure 

Gefis- ie ~~ || im Urin 
ua Bedingungen Motori- - Porta-~ " 
System 8 gebiet | 8 


B d,l-Lactat, mg-°, (Abb. 2) | —- 10,50 — 10,50 — 15.40 /+ 9,42 | 2045 mg 


—By Vor der Zufuhr, mg-% . | — 7,2 — 54 — 69 |+81 | 39 , 
B,  Differenz, mg-°, . . .* | — 3,30 — 5,10/-- 8,50 + 1,32 2006 i 
Bs d,l-Lactat, g/Std. . . . . | — 38,22 — 1,89,— 4,78/4+3,73])  2,05g 
B Vor der Zufuhr, g/Std. . | — 2,21 — 0,71;— 2,14/4 3,21) 0,04g 
BY Ditferenz, g/Std. . . . .|— 1,01 — 0,68!— 2,64+40,52) 201g 

Differenz auf 1g Gewebe, i 
g/Std. ........)/— 0,07 — 0,50\— 2,03'4+0,60| 10,0mg 


Die Verhaltnisse sind also in diesem besonderen Versuch ganz anders 
als in den Experimenten von Wesselkina, in welchen bei der Katze alle 
Organe die eingefiihrte Milchsaure resorbieren. Dies bedeutet aber nicht, 
daB im vorliegenden Versuch das Lactat aus dem Blute nicht in diese 
Organe tibergeht, die es gleichzeitig so stark auswerfen, denn wenn es 
nicht tiberginge, wire seine Menge im Blute 20- bis 30 mal gréBer als sie 
tatsichlich ist. Wenn namlich die Milchsiure samt dem Lésungsmittel 
in das Blut iibergeht, so ist das Zeichen dieses Ubergangs nicht die 
Anderung in der GefaBbilanz der Milchsiure, sondern nur in der aus 
dem Gehalt an festen Blutbestandteilen ablesbaren Blutkonzentration. 
Daher kann in der Milchsaurebilanz, die von der Zusammensetzung 
des zu- und abflieBenden GefaBblutes abgelesen wid, nur ein solcher 
Milchséuredurchgang registriert werden, ganz gleich in welcher Rich- 
tung, d. h. organwarts oder blutwarts, der erstens entweder ohne Zu- 
hilfenahme des Lésungsmittels zustandekommt oder zweitens mit dem 
Lésungsmittel erfolgt, das eine erheblich starkere als die im entsprechen- 
den Moment im Blute herrschende Milchséurekonzentration enthalt. 
Diese Erklarung findet in diesem Versuch ihre Stiitze : das das motorische 
System verlassende Blut weist wahrend der Lactatzufuhr eine durch- 
schnittlich um 1,8 % héhere Himoglobinkonzentration als das eintretende 
(Tabelle 1X) auf, das der Pfortader eine um 4 % starkere. Nur in den Kopf- 
organen gibt es keine Differenz zwischen den beiden Blutarten. In der 
Leber scheint die Dynamik des Milchsaureiiberganges in das Gewebe kom- 
pliziert zu sein, weil sowohl das aus der Leber austretende Blut eine um 4 % 
stiirkere Himoglobinkonzentration besitzt als das einstrémende, auBerdem 
weist die Milchséurebilanz eine erhebliche Zuriickhaltung auf. 

Es ist nicht ausgeschlossen, daB die Zunahme der Milchsaure- 
auswerfung durch die Organe in das Blut wahrend der Lactatzufubr 
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auf dem AbfluB der weniger ausgenutzten d-Milchséure in das Blut 
beruht. In der fiinften Injektionsstunde befinden sich beim 25 kg 
schweren Hunde ungefaihr 15g Lactat in der Stauung im Wasserteil 
des Koérpers, die Niere entfernt in dieser Zeit 12,3 g und der Rest des 
eingefiihrten Lactats verlaBt nicht den Organismus. Dieser Versuch 
ist fiir die Interpretation der mit Fructose erreichten Resultate 
wertvoll. In dem starken Strom der von auBen und innen stammenden 
Milchséure vermag die Leber ihre normale Saugfunktion ziemlich lange 
zu erhalten. sogar noch dann, wenn das Niveau dieser Oxyséure im 
Blute zweimal héher als wahrend der Fructosezufuhr ist. Die Ge- 
schwindigkeit der Elimination der Milchséure mit dem Harn in ver- 
schiedenen Versuchen war eine Bestatigung der aus den GefaBbilanzen 
gezogenen Schliisse (Abb. 2). 


4, Betrachtung der Ergebnisse. 

a) Hepatofugaler Typus des Milchsdéureumlaufs. Wahrend der 
Umsetzung der Fructose im Hundeorganismus kommt zum normalen 
hepatopetalen Typus des Milchséurezyklus, den wir in der I. Mit- 
teilung analysiert haben, noch eine fiir die Fructose eigentiimliche 
Erscheinung hinzu, namlich die tibermaige Bildung der Milch- 
siure in der Leber, die den hepatopetalen Typus (Abb. 2) in einen 
hepatofugalen verwandelt. In der vorliegenden Gruppe der Unter- 
suchungen haben wir eine Reihe von Beispielen einer starken Aus- 
werfung der Milchsaéure aus den einzelnen Organgruppen: aus dem 
motorischen System (Acetaldehyd, Lactat), aus den Kopforganen 
(Lactat) und vor allem aus dem Portagebiet waihrend der Lactateinver- 
leibung (Abb. 2). Dies sind jedoch Organe, die immer oder fast immer 
die Milchséure ins Blut aussenden, wie man in der Abb. 2 sieht, deshalb 

erwundert uns die Steigerung dieser Funktion nicht. Dagegen ist die 

auswerfung der Milchséure durch die Leber beim Fructosestoffwechsel 
eine Erscheinung, die mit unseren bisherigen Vorstellungen iiber die 
Leber nicht.gut iibereinzustimmen scheint. Wir miissen aber, auf Grund 
der vorliegenden Untersuchungen, nicht unbedingt annehmen, dab die 
Leber wahrend der Umsetzung der Fructose zu Milchséure aufhért, 
die Milchsaure aus dem Blute zu resorbieren, und zwar im Moment, 
wo dies am meisten nétig ist. Man muB sich vielmehr die saure- 
extrahierende und die saurebildende Funktion der Leber als zwei 
getrennte, vielleicht stets aktive Vorginge vorstellen, von denen der 
siurebildende gewéhnlich durch den séurevernichtenden oder -be- 
seitigenden verschleiert wird, dagegen bei der Fructosezufuhr tiberaus 
verstarkt zum Ausdruck kommt. 

Welche Rolle in der Entfernung der auf diese Weise entstandenen 
Milchséure die anderen, von uns nicht untersuchten Organe des Kérpers 
spielen, kann die annahernde, auf die Werte der Tabelle III gestiitzte 








see 





Sere 


LURE Ngo cee 
3% <5 ee 5 
ache eon 


cae at er naa . 





Teast 


128 M. Wierzuchowski u. F. Sekuracki: 


Vor der Zufubr 


Physiologische 
Nall -Lisung 


Lnosit 


Acetaldehyd 


+ 
M-Natriumlakfal 0 


balakfose 


Glykose 


Mafose 


Fructose 


Die durehsechnittlichen GefiBbilanzen der Milchsiure in Organgruppen aus der Mitteilung | 
Die Héhe der Parallelogramme entspricht den mg-°/» der Milch- 
siure und ihre Breite ist dem stiindlichen Blutdurchflu8 proportional, deshalb ist ihre Ober- 
filiche ein Maf der totalen von den Organen ins Blut ausgeworfenen (—) oder von denselben 
aus dem Blute aufgenommenen (+) ungefiihren Milchsiuremenge. Die Angaben fiir die Nieren 
Fiir die Leber bedeutet die kontinuierliche Linie 


und II zusammengestellt. 


wurden aus den Harnanalysen berechnet. 
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Rechnung zeigen. Die Leber fiihrt in den 6 Stunden der Fructosezufuhr 
ungefahr 14 bis 30g Milchsdéure in das Blut ein (pro 25 kg). Davon 
gehen durchschnittlich 1,74 g mit dem Urin ab, der Rest verteilt sich 
auf das Wasser des Organismus (50 °% des Kérpergewichts) und sollte 
darin den Milchséuregehalt um 96 bis 222 mg-°%% erhéhen, indessen 
erhéht er ihn nur um 47 bis 61 mg-%, einigemal auch weniger. Hieraus 
ist zu schlieBen, dab andere Organe die Milchsaure offensichtlich re- 
sorbieren, da schwerlich zu vermuten ist, daB die von uns angenommenen 
Faktoren des Blutdurchflusses einen so bedeutenden Fehler ergaben. 


b) Hexolyse beim lebenden Tier und anaerobe Hexolyse von Gewebs- 
schnitten. Wir driicken hier die Milchsiurebildung durch Organe des 
lebenden Tieres als Q5, aus [wofiir wir schon die Begriindung mit- 
teilten (14)], um sie mit QN2 an den mit Barcroft-Warburgschem Apparat 
im anaeroben Milieu untersuchten Gewebeschnitten vergleichen zu 
kénnen (Tabelle X). 


Tabelle X. Hexolytische Aktivitat der Organgruppen in vivo (Q¥) 
in emm CO,, auf 1g Trockengewicht, pro Stunde ausgedriickt, mit dem 
gleichzeitig gefundenen RQ. des ganzen Organismus zusammengestellt. 





Durchschnittliches Oy 





rT ee: : come 
eingefiihrte Substanz Motorisches Kot: | Pfortader- - 
ae engane canes: Leber || cher RQ. 
Gina. | 0,06 ~ 113 | 38 1,08 
tii ae | Taen. 0,04 0,39 0,69 44 jy 
nimnios | Much. 0,04 0,24 020 | 63 0,99 
Bell. | | 0,01 0,31 0,86 2,9 0,99 
Durchschnitt aus den drei 
letzten Versuchen .. . 0,03 0,31 0,58 44 1,03 
: Aza. , . . 
Inosit - | a 0,05 0,38 068 | — 0,68 
Acetaldehyd . . .| Fland. 0,25 — | 0,06 -- 0,76 
d,l-Natriumlactat . Kal. 0,27 1,28 4,58 — 0,86 


Erstens sehen wir, daB der Wert fiir die Fructolyse in der Leber 
des Hundes in vivo ziemlich hoch ist. In Rosenthals Untersuchungen 
finden wir fiir die Rattenleberschnitte in 0,2 %iger Fructosekonzentration 
Oy gleich durchschnittlich 4,61 (6) und in der anderen Arbeit (7) in 
0,1 %iger Lésung 2,95 und in 0.2 %iger 5,62. Diese zwei Konzentra- 
tionen, in denen das Lebergewebe der Ratte untersucht wurde, sind 
fiir uns besonders wichtig, weil der Fructosegehalt im Blute der auf 
Milchsaurebilanz untersuchten Tiere zwischen 0,1 bis 0,2 °%, schwankte 
(Wierzuchowski und Fiszel). Alle diese Werte sind dem in Tabelle X 
ersichtlichen, durchschnittlichen Qj, von 4,4 beim lebenden Hunde 
ganz ahnlich, was nicht zufallig zu sein scheint, da der Organismus der 
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Ratte hinsichtlich der Hexosenumsetzung auBer diesem Merkmal noch 
andere mit dem Hunde gemeinsam hat. Die zweite GroéBe in der Ta- 
belle X, die beachtenswert erscheint, ist das Q5, 4,58 im Pfortadergebiet 
wahrend der Lactatinfusion. Sie entspricht fast genau dem durch- 
schnittlichen, fiir diese Organe aus den Warburgschen Daten berechneten 
Q\?, das 4,38 betragt (14). Dies beweist gleichfalls, daB die héchsten 
Hexolysenwerte, die man in vitalen Verhaltnissen konstatiert, sich 
den Werten der anaeroben Glykolyse auf Schnitten desselben 
Gewebes nahern. Die dritte in Tabelle X augenfallige Erscheinung ist 
die Regelmabigkeit, mit der sich die Skala der Hexolyseintensitaten 
auf die einzelnen Gewebe verteilt, was schon in der I. Mitteilung hervor- 
gehoben wurde. Sowohl mit Inosit und Lactat, als auch sogar mit 
Fructose sendet das motorische System vom Typus der Extremitat am 
wenigsten Milchsaéure auf 1 g Gewebe blutwirts aus, mehr fiihren die 
Kopforgane ein, und am meisten das Pfortadersystem! (bei Fructose 
nimmt die Leber die erste Stelle ein). 

Auf Grund der I. Mitteilung und der vorliegenden mu8 eine 
wichtige Tatsache hervorgehoben werden. Beim Vergleich der Verbin- 
dungen, die bei physiologischer Oxydation einen RQ. von 1 ergeben 
(Zucker), tiberzeugen wir uns, dab zwischen denselben fundamentale 
Unterschiede, die die Intensitat, Verteilung und den Verlauf der Hexolyse 
mit diesen Stoffen betreffen, vorhanden sind. Die Glucose und Maltose 
haben namlich einen hepatopetalen Typus der Milchséurezirkulation 
mit extrahepataler Herkunft der Milchsdure und mittlerer Anhaufung 
der Milchséure in den Saften des Organismus. Dagegen bildet sich 
bei Fructosezufuhr ein Zentrum der Milchséureerzeugung in der Leber 
mit hepatofugalem Umlauf der Milchséure (13), wobei die extrahepatalen 
Organe wenig aktiv bleiben; die Saiure nimmt in den Saften des 
Organismus auBerordentlich stark zu. Es wird von besonderer Bedeutung 
sein, zu entscheiden, wie sich im Organismus die spezifisch-dynamische 
Wirkung dieser Stoffe verhalt, und ob sie eine Abhangigkeit vom Typus 
der Milchsaéurezirkulation aufweist [Wierzuchowski (10)]. Die Lésung 
dieses Problems wird den Inhalt der V. Mitteilung bilden. 


5. Zusammenfassung. 
Wahrend des Ruheumsatzes der Fructose, bei einem NichteiweiB-R Q. 
des ganzen Organismus gleich 1,04, wird die Leber beim Hunde zum 
Hauptorgan, das den Organismus mit Milchsdiure tiberschwemmt. In 


' Die meisten Einwande gegen die Stundenbilanzen und die Annahme 
schematischer BlutdurchfluBkoeffizienten [I. Mitteilung (14)] werden da- 
durch begegnet, daf geringe Bilanzveranderungen unbeachtet gelassen 
werden, ferner allgemeine Einfliisse, wie z. B. Anderungen des Blutdruckes 
alle Werte ungefahr gleichmaBig modifizieren und eine eventuelle Steigerung 
des mittleren Blutdurchflusses wahrend der Infusion im Vergleich mit den 
Niichternwerten nur manche unserer Schliisse stiitzen muB. 
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der Lebervene findet man im Durchschnitt aus verschiedenen Ver- 
suchen um 5,78 bis 12,40 mg-°% héhere Werte als in den beiden Leber- 
zufluBgefiBen, was 4 mg auf 1 g feuchtes Lebergewebe oder 2 °% Trocken- 
gewicht pro Stunde ausmacht. Dabei steigt der prozentuale Milch- 
siuregehalt des arteriellen Blutes um 36 bis 67 mg-%. Darauf stiitzt 
sich der Name: hepatofugale Milchséurezirkulation. Die anderen 
untersuchten Gewebesysteme verhalten sich in bezug auf die Milch- 
siureproduktion waihrend der Fructosezufuhr, trotz ausgiebiger Fructose- 
resorption aus dem Blute, ungefahr so, wie beim Hungern (I. Mitteilung). 

Weder RQ. noch die Milchsdurebilanzen der Organe werden durch 
Inositzufuhr beeinfluBt. Die intensive Auswerfung der Milchséure aus 
dem motorischen System wahrend der Acetaldehydzufuhr beeinfluBt 
die Blutmilchsiuremenge nur in méBigem Grade. Selbst wenn der 
Milchsduregehalt bei Lactateinverleibung zweimal so stark anwichst, 
wie dies wahrend der Fructoseinfusion erfolgt, behalt die Leber ihre 
Milchsdéure aufsaugende Funktion bei. 

Die stirkste Milchsiureauswerfung aus den Organen des lebenden 
Tieres nahert sich manchmal den Werten, wie sie die entsprechenden 
Gewebe in Schnitten im anaeroben Milieu besitzen; sie scheint sie aber 
nicht zu iberschreiten. 

Beim NichteiweiB-R Q., der sich in der Nahe der Einheit befindet, 
kann der Organismus mit verschiedenen physiologisch oxydierten 
Substanzen fundamentale Unterschiede in der Intensitaét, Lokalisation 
und Verlauf der Hexolyse aufweisen, wie es das Verhalten dieses 
RQ. sowohl beim hepatopetalen, als auch beim hepatofugalen Milch- 
sdurezirkulationstypus beweist. 

Von der Unterstiitzung des Nationalen Kulturfonds wurde ein Teil der 
Praiparate und Tiere angekauft, wofiir wir diesem Institut unseren Dank 
sagen. Wir danken auch der Gesellschaft fiir chemische Industrie in 
Basel (Schweiz) fiir die Uberlassung einer gréBeren Menge des Praparates 
Inosit Ciba und fiir die Gewahrung der Unterstiitzung fiir einen von uns 
(F. Sekuracki) zur Ausfiihrung der vorliegenden Versuche. Auch danken 
wir der Firma Eli Lilly & Comp. fiir das reichlich gelieferte Amytal. 
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Zur Frage der Differenz zwischen 
Zuckerschwund und Milchsaurebildung bei der Blutglykolyse. 
Von 


Zacharias Disehe und Charles Rand. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 19, Dezember 1934.) 


In der umfangreichen Literatur tiber die Blutglykolyse findet man 
iiber einen Punkt schwankende und sehr verschiedene Angaben. Es 
geht um die Frage, inwieweit der gesamte zum Abbau gelangende 
Zucker in Form von Milchsaéure wiedererscheint. 

Slosse', der als erster mit einwandfreier Methodik die Frage studierte, 
fand im Hundeblut nach 24stiindiger Glykolyse nur 46 bis 86% des ver- 
schwundenen Zuckers als Milchséure wieder. Spater gibt Katayama? an, 
bei gewaschenen Blutkérperchen vom Menschen durch 24stiindiges Glykoly- 
sieren 10 bis 50% des theoretischen Wertes an Milchsiure wiedergefunden 
zu haben. E. Ronzoni* fiihrt an, daB im menschlichen Blute stets ein Defizit 
von 20% an Milchséiure zu finden ist. Demgegeniiber haben Abraham und 
Altmann 4 gefunden, da8 nach zweistiindiger Glykolyse im normalen mensch- 
lichen Blute der ganze verschwundene Zucker als Milchséure erscheint. 
Nur bei Zusatz von Natriumphosphat, Bicarbonat oder Cyanid trete eine 
Diskrepanz zwischen Zuckerschwund und Milchséurebildung auf. Obwohl 
diese Angaben der Autoren infolge Anwendung von Blut verschiedener 
Herkunft und verschiedener Zeitdauer der einzelnen Versuche nicht ohne 
weiteres miteinander vergleichbar sind, so schien doch aus ihnen hervor- 
zugehen, daB im Vollblut keine oder nur eine geringe Differenz zwischen 
der Menge des verschwundenen Zuckers und der gleichzeitig entstehenden 
Milchséure (diese Differenz werden wir von nun an als Differenz oder Dis- 
krepanz Zucker—Milchséure bezeichnen) festzustellen sei, wahrend bei ge- 
waschenen Blutkérperchen, wie Katayama zeigte, diese Differenz einen 
sehr betrachtlichen Grad erreicht. 


Ks schien uns wichtig, diese Frage einer genauen Nachpriifung 
zu unterziehen. Wir wissen ja aus den Forschungen der letzten Jahre, 
daB der Abbau des Zuckers in der Zelle in mehreren Stufen erfolgt. 
Nun hat schon im Jahre 1926 Jost® gezeigt, daB sich bei der Blut- 
glykolyse erhebliche Mengen der Diphosphoglycerinséure ansammeln. 
Diese diirfte aus der intermediér beim Zuckerabbau entstehenden 
Monophosphoglycerinséure abzuleiten sein. Abraham und Altmann 
nehmen dementsprechend an, daB die bei Zusatz von Phosphat auf- 


1 A. Slosse, Arch. intern. de physiol. 11, 154, 1911. — ? J. Katayama, 
J. of lab. a. clin. medicine 12, 239, 1926. —* EB. Ronzoni, J. of biol. Chem. 
74, XLIII, 192. — 4 A. Abraham u. Al. Altmann, Klin. Wochenschr. 6, 
456, 1927. — ° H. Jost, NaturforscherkongreB Diisseldorf 1926. 
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tretende Diskrepanz Zucker—Milchséure auf eine Ansammlung der 
Diphosphoglycerinsaure zuriickzufiihren sei. Dies wiirde aber dafiir 
sprechen, daB die weitere Umlagerung und Dephosphorylierung der 
Phosphoglycerinséiure von bestimmten Faktoren anders beeinfluBt wird 
als die zu ihrer Bildung fiihrenden Teilprozesse des Anfangs der Glykolyse. 
Es bestand also die Aussicht, durch eine nahere Untersuchung dieser 
Erscheinung einen gewissen Einblick in die Kinetik des glykolytischen 
Prozesses zu gewinnen. Wir priiften demnach in einer gréBeren Versuchs- 
reihe einerseits den Zuckerabbau und die Milchséurebildung im Vollblut 
und andererseits in den aus diesem Vollblut gewonnenen mit physio- 
logischer Kochsalzlésung glucosefrei gewaschenen auf das urspriingliche 
Blutvolumen aufgefiillten und neuerlich mit Glucose versetzten roten 
Blutkérperchen und verglichen dabei die erhaltenen Resultate. Bei 
dieser Untersuchung schenkten wir einigen Umstaénden besondere Auf- 
merksamkeit, die in den bisherigen Untersuchungen verschiedener 
Autoren auBer acht gelassen wurden und die fiir die Beurteilung der 
Frage, was aus dem nicht als Milchséure erscheinenden Zucker wird, 
sowie fiir die reaktionskinetische Deutung der Diskrepanz Zucker- 
Milchséure von Wichtigkeit zu sein schienen. 

1. Zunachst schien es ganz klar zu sein, da} man iiber das Ver- 
haltnis von verschwundenem Zucker und Milchséure in relativ kurz- 
dauernden Glykolyseversuchen (und nur solche kénnen als einwandfrei 
gelten) nur dann ein eindeutiges Bild erlangen kann, wenn man bei der 
Messung der Glykolyse auch einen etwaigen Schwund reduzierender Sub- 
stanzen und Milchsaurebildung in den glucosefreien Erythrocyten selbst 
beachtet, denn die glucosefrei gewaschenen Erythrocyten enthalten eine 
bestimmte Menge reduzierender Substanzen, die bei der Bebriitung eine 
Abnahme erfahren kénnten und andererseits enthalten sie ja nach Jost 
eine bestimmte Menge an Diphosphoglycerinsaure, die in Milchsaure iiber- 
gehen kénnte. Wir haben deshalb unsere Versuche grundsatzlich so ange- 
setzt, daB wir neben Vollblutproben baw. glucosehaltigen Proben von 
gewaschenen Erythrocyten stets auch unter denselben Bedingungen 
glucosefreie Erythrocytensuspensionen bebriitet haben und die in den 
letzteren gefundene Abnahme der Reduktion bzw. Zunahme der Milch- 
saure von den in den ersten Proben enthaltenen Werten subtrahiert 
haben. Wie weiter unten noch ausgefiihrt werden soll, zeigten namlich 
Vorversuche, daB eine nicht auf den Zerfall der Glucose zu beziehende 
Milchsdurebildung der Erythrocyten besteht, die nach Zusatz von 
Glucose ebenso vor sich geht wie bei vollsténdigem Glucosemangel. 
Man kénnte natiirlich einwenden, daB die Berechnung der aus der 
Glucose allein gebildeten Milchséure im Vollblut auf diese Weise nicht 
ganz eindeutig erscheint, weil wir ja nicht wissen, ob die ,,eigene“ 
Milchséurebildung der Erythrocyten vor dem Waschen dieselbe ist 
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wie nach dem Waschen. Es wird aber gezeigt werden, das diese Frage 
fiir die Deutung unserer Versuchsergebnisse ohne Belang ist. 


2. Wir wendeten ferner unsere Aufmerksamkeit der Frage zu, 
ob die verschwindende Glucose nicht zum Teil in ein nicht oder schwacher 
als Glucose reduzierendes Kohlenhydrat tibergehe. Die friiheren Autoren 
haben offenbar diese Frage deswegen auBer acht gelassen, weil der 
Glykogengehalt des Blutes so gering erschien, daB man bei den lang- 
dauernden Versuchen seinen Schwankungen keinerlei Bedeutung bei- 
gemessen hat. Nun wissen wir aber heute, daB nicht nur Glykogen 
und andere polymere Kohlenhydrate, sondern vor allem die schwacher 
als Glucose reduzierenden Hexosephosphorsdureester bei der Glykolyse 
auftreten; auBerdem enthalten, wie einer von uns schon mitgeteilt 
hat, die roten Blutkérperchen ein besonderes, seiner Konstitution nach 
noch unbekanntes Kohlenhydrat, das, wie weiter unten ausgefiihrt 
werden wird, bei der Glykolyse besonderen Schwankungen unterworfen 
ist und eingehend beriicksichtigt werden muBte. 


3. Endlich muBte noch die Atmung der Erythrocyten gemessen 
werden und festgestellt werden, inwieweit der nicht als Milchsdure 
erscheinende Zucker der vollsténdigen Oxydation anheimgefallen sein 
konnte. Wir sind zwar iiber die Atmung des Vollblutes sehr gut in- 
formiert und eine Untersuchung von Negelein! ergab, daB im Vollblut 
der verbrannte zum anaerob zerfallenden Zucker héchstens im Verhaltnis 
1: 10 steht, aber dieses Verhaltnis kénnte ja bei gewaschenen Erythro- 
cyten ein ganz anderes sein. AuBerdem erschien es denkbar, daB die 
Atmung der Erythrocyten nicht nur auf Zuckerverbrennung allein 
zuriickgefiihrt werden mu8B. Im iubrigen méchten wir darauf hinweisen, 
daB bei der geringen Atmung der gewaschenen menschlichen Erythro- 
cyten nur dann einwandfreie Werte erhalten werden, wenn man die 
gleichzeitige Ammoniakabspaltung bei den manometrischen Messungen 
beriicksichtigt. 

Wir wollen hier vorwegnehmend mitteilen, daB unsere Versuche 
das erwartete Resultat ergeben haben, da es sich tatsaichlich heraus- 
stellte, daB im menschlichen Citratblut nach zweistiindiger Glykolyse 
die Menge der aus der Glucose gebildeten Milchsaure dem verschwundenen 
Zucker entspricht, wahrend in den Suspensionen gewaschener Erythro- 
cyten eine sehr bedeutende Diskrepanz auftritt, deren AusmaB iiber- 
raschenderweise bis zu einem gewissen Grade von der Erythrocyten- 
konzentration in der Suspension abzuhangen scheint. Es ergab sich 
ferner, daB mindestens die Halfte des Milchséuredefizits darauf zuriick- 
zufiihren ist, daB sich ein Zwischenkérper bildet, wobei Bildung von 


1 BE. Negelein, diese Zeitschr. 158, 121, 1925. 
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Trioseestern und Brenztraubenséure ausgeschlossen werden konnte. 
Dieser Unterschied im Verhalten des Vollblutes und der in physio- 
logischer Kochsalzlésung verteilten Erythrocyten ist vor allem auf die 
alkalische Reaktion des Citratblutes in vitro zuriickzufiihren. Der 
vermutliche Mechanismus dieser Abhangigkeit der Umwandlung der 
Phosphoglycerinséure in Brenztraubensiure von der Reaktion des 
Milieus wird im letzten Abschnitt dieser Arbeit erértert. 


1. Ausfiihrung der Versuche. 


Bei unseren Versuchen gingen wir im einzelnen folgendermaBen vor. 
Das durch AderlaB unter Citratzusatz entnommene Blut stammte von 
klinischen Patienten, die an Kreislaufstérungen und Polyecythamie litten. 
Etwa !'/, Stunde nach Entnahme wurde das Blut scharf abzentrifugiert, 
das obenstehende Plasma abgehoben und, ebenso wie ein Teil der ab- 
zentrifugierten Erythrocyten, im Eisschrank aufbewahrt. Der Rest der 
Erythrocyten, von denen stets 10 bis 12 Millionen im emm des Zentrifugats 
vorhanden waren, wurde sechsmal mit der vier- bis fiinffachen Menge 
isotonischer Kochsalzlésung auf der Zentrifuge gewaschen und nachher 
die Erythrocytenzahlung in der abzentrifugierten Suspension nochmals 
ausgefiihrt. Da in den Versuchen neben dem Einflu8 des Waschens auf die 
Differenz Zucker—Milchsaure auch der Einflu8 der Erythrocytenkonzentra- 
tion untersucht werden sollte, wurde stets von der jeweiligen Suspension 
sowohl der gewaschenen wie der ungewaschenen Blutkérperchen eine be- 
stimmte Menge in groBe Zentrifugengliser hineinpipettiert, wahrend in 
andere Zentrifugenglaiser Bruchteile dieser Menge mit einem entsprechenden 
Volumen des vorher abgehobenen Citratplasmas oder physiologischer 
NaCl-Lésung auf ein der ersten Probe gleiches Volumen aufgefiillt wurden. 
Sowohl von der unverdiinnten Suspension gewaschener Erythrocyten, wie 
von jeder ihrer Verdiinnungen wurden stets zwei Proben angesetzt, von 
denen die eine mit dem gleichen Volumen zuckerhaltiger, die andere mit 
zuckerfreier physiologischer Kochsalzlésang versetzt wurde. Die zweite 
Probe diente, wie schon oben erwahnt, als Kontrolle zur Feststellung, 
wieviel von den in den glucosefreien Erythrocyten enthaltenen reduzierenden 
Substanzen wahrend der Dauer des Versuchs verschwindet und wieviel 
Milchséure aus einer von der Glucose verschiedenen Quelle in ihnen ge- 
bildet wird. 


Die so angesetzten Proben wurden nun in der Regel durch 2 Stunden 
in einem Wasserbad von 38° gehalten, sodann jede mit destilliertem Wasser 
versetzt und nach Hamolyse mit frisch durch ZusammengieBen von gleichen 
Teilen 10° iger Natriummetaphosphatlésung und n/] Schwefelsiure be- 
reiteten Lésung von Metaphosphorsiure enteiweiBt. Die enteiweibten 
Proben wurden iiber Nacht stehengelassen, dann abzentrifugiert und 
filtriert. Es folgte nun die Bestimmung der Reduktion in allen Proben 
nach dem ferricyanimetrischen Verfahren von Flatow!. Die Titration des 
Ferricyanids mit 0,2°%iger Indigocarminljsung besitzt gegeniiber der 
Titration des iiberschiissigen Jods mit einer n/200 Thiosulfatlésung nach 
Hagedorn-Jensen den Vorteil einer gréBeren Empfindlichkeit des Um- 


1 L. Flatow, diese Zeitschr. 194, 136, 1928. 
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schlages bei der Titration. Man kann infolgedessen die Verdiinnung der 
Titerfliissigkeit soweit treiben, daB einer bestimmten Menge Zucker eine 
etwa viermal so groBe Menge der Titerfliissigkeit entspricht, als es bei der 
Titration nach Hagedorn-Jensen der Fall ist, ohne daB die Scharfe des 
Umschlages gegeniiber der letzteren Methode vermindert wiirde. Die 
Scharfe des Umschlages beim Flatow-Verfahren ist besonders groB, wenn 
soviel Zucker vorgelegt ist, daB von der jeder Probe hinzugefiigten 2 ccm 
einer n/400 Ferricyanidlésung mehr als die Halfte reduziert wird. In diesem 
Falle ist namlich der Umschlag von farblos in blau auBerordentlich scharf, 
wahrend bei Vorhandensein gréBerer Mengen von Kaliumferricyanid der 
Ubergang infolge gréBerer Konzentration desselben von gelb in griin 
nicht so scharf ist. Wir verwendeten fiir jede Reduktionsbestimmung 1 
bis 2 cem des Zentrifugats; dieses wurde mit einer Natriumcarbonatlésung 
gegen Phenolphthalein schwach alkalisch gemacht mit destilliertem 
Wasser auf 5 ccm aufgefiillt und weiter nach Flatow behandelt. Von jeder 
Probe wurden zwei Bestimmungen angestellt, die maximal um 0,06 cem 
voneinander abwichen!. Die Menge des verschwundenen Zuckers wurde 
dann so errechnet, da man die im glucosehaltigen Zentrifugat festgestellte 
Reduktion von der Summe zugesetzte Glucose + Reduktion der glucose- 
freien Erythrocytensuspension subtrahierte und den so erhaltenen Wert 
auf das urspriingliche Volumen der Erythrocytensuspension umrechnete. 
In demselben Zentrifugat wurde dann die Milchséiure nach der von Embden 
und seiner Schule (Hirsch-Kaufmann?, Embden*, zuletzt Lenhartz*) den 
mikrochemischen Bediirfnissen angepaBten und verbesserten Methode von 
Fiirth-Charnas bestimmt. Wir haben vor Benutzung dieser Methode an 
einer Reihe von Lithiumlactatlésungen von bekannter Konzentration, die 
mit entsprechender Menge Metaphosphorséure und Zucker versetzt, dann 
mit Kupfer—Kalk gefallt worden sind, die Anwendbarkeit dieser Methode 
fiir unsere Versuche gepriift. Ebenso stellten wir fest, daB bei Zusatz von 
Lithiumlactat zum Blute die EnteiweiBung mit Metaphosphorséure nach 
unserem Verfahren maximal mit einem Verlust von 4,3% Milchsaure ver- 
bunden war. 


Bei den Bestimmungen wurde stets soviel von den Filtraten verwendet, 
daB bei den zuckerhaltigen der Verbrauch an einer n/500 Jodlésung 2 bis 
5 cem, bei den zuckerfreien 0,5 bis 0,7 cem betrug. Von den ersteren wurden 
stets Doppelbestimmungen gemacht, bei den letzteren war das infolge 
Materialmangels nicht immer méglich. Die Doppelbestimmungen wichen 
maximal um 0,04 cem Titerfliissigkeit ab. Der mittlere quadratische Fehler 
aus 16 Bestimmungen in glucosehaltigen Filtraten war + 0,5%. 


2. Abbau des nichtauswaschbaren Kohlenhydrats der Erythrocyten und 
Milchsiurebildung bei der Bebriitung glucosefrei gewaschener Erythrocyten. 


Vor kurzer Zeit hat schon der eine von uns® mitgeteilt, daB die roten 
Blutkérperchen des Menschen und der Tiere ein oder mehrere Kohlen- 
hydrate enthalten, die beim Waschen der Zellen nicht hinausdiffundieren. 


1 Der mittlere quadratische Fehler aus 16 Bestimmungen betrug bei 
den zuckerhaltigen Suspensionen -+- 0,16%, bei zuckerfreien -+- 0,54%. — 
* Hirsch-Kaufmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 25, 1924. — * G. Embden, 
ebenda 148, 301, 1925. — 4 Lenhartz, ebenda 179, 1, 1928. — ° Z. Dische, 
diese Zeitschr. 274, 51, 1934. 


























Differenz zwischen Zuckerschwund und Milchsaurebildung. 137 
Das Zentrifugat einer enteiweiBten Suspension glucosefrei gewaschener 
Erythrocyten des Menschen zeigt namlich stets sowohl bei der Indol- 
Schwefelsiurereaktion nach Dische und Popper, wie auch bei der Molisch- 
Reaktion eine betrichtliche Farbung, die auf das urspriingliche Blutvolumen 
umgerechnet einer Konzentration von 0,01% entspricht, wenn man den 
Zucker als Glucose berechnet. Dieses Kohlenhydrat kann mit keinem der 
bekannten Hexosephosphorsdureester identisch sein, denn in den ge- 
waschenen Erythrocyten kann man mit der Diphenylamin-Salzsaéurereaktion 
keineswegs eine solche Menge Ketose nachweisen, wie es unbedingt der 
Fall hatte sein miissen, wenn der die anderen Kohlenhydratreaktionen 
gebende Kérper auch nur zu einem erheblichen Teil aus einem der bekannten 
Hexosephosphate bestiinde. Dementsprechend kann man nach Himolyse 
der gewaschenen Erythrocyten, die durch Vermischen derselben mit dem 
gleichen Volumen destillierten Wassers bei Eisschranktemperatur hervor- 
gerufen wird, und nachherigem Eintauchen des Hamolysats fiir einige 
Minuten in ein Wasserbad von 40° C, keine Bildung von Trioseestern fest- 
stellen (unter Anwendung der sehr empfindlichen Farbreaktion mit «-Methy]l- 
indol-Salzsiure von Dische und Robbins). Wie Dische? aber gezeigt hat, 
miiBte dies unbedingt der Fall sein, falls in den gewaschenen Erythrocyten 
ein Hexosephosphat in irgendwie ins Gewicht fallender Menge vorhanden 
ware. Das nicht auswaschbare Kohlenhydrat kann auch nicht mit Glykogen 
identisch sein, da in den Trichloressigséurezentrifugaten der Erythrocyten- 
suspension schon nach einer Hydrolyse von 30 Minuten in n HCl ein 
Maximum der Reduktion erreicht wird, wahrend doch bei Vorhandensein 
von Glykogen eine Zunahme der Reaktion auch noch bei weiterem Er- 
hitzen festzustellen sein miiBte. Ebensowenig kann die Intensitat der 
Kohlenhydratfarbreaktion in den Filtraten der Erythrocytensuspension 
fast ganzlich auf die Pentose der Adenosintriphosphorséure zuriick- 
gefiihrt werden, denn die Adenosinphosphorséiure aus dem Muskel zeigt 
einen so geringen Bruchteil der ihrem Kohlenhydratgehalt entsprechenden 
Farbintensitét bei der Farbreaktion nach Dische-Popper, daB nur 30% 
dieser Reaktion in gewaschenen Erythrocyten auf die Pentose zuriickgefiihrt 
werden kénnen. Wahrscheinlich handelt es sich also bei diesen Kohlen- 
hydraten um einen niedrig polymeren, sehr schwach oder gar nicht redu- 
zierenden Zucker. Das letztere geht aus folgendem hervor. Wird eine 
Erythrocytensuspension in physiologischer NaCl-Lésung durch 2 Stunden 
in einem Wasserbad von 40° gehalten, so kann man mit Hilfe der Indol- 
Schwefelsiurereaktion eine Abnahme des Kohlenhydrats um etwa 25 bis 
30%, entsprechend etwa 2'/, bis 3 mg-% Glucose nachweisen. Es tritt aber 
keineswegs eine auch nur im entferntesten vergleichbare Abnahme der 
Reduktion im Metaphosphorséurezentrifugat der Erythrocyten auf. Der 
verschwindende Zucker weist demnach keine irgendwie bemerkbare Reduk- 
tion auf. Ob das verschwundene Kohlenhydrat der Erythrocyten dabei in 
Milchsaéure iibergeht, laBt sich nicht feststellen, denn die gewaschenen 
Erythrocyten bilden oft gréBere Mengen Milchsaure als es dem gleichzeitigen 
Schwund dieses ,,eigenen‘‘ Kohlenhydrats entspricht. In sechs Versuchen 
an verschiedenen Suspensionen schwankte die Menge der gebildeten Milch- 
siure zwischen 0,23 bis 1,54 mg in 100 cem einer Suspension, die 1 Million 
Erythrocyten im cmm enthielt, wahrend, wie wir oben gesehen haben, die 


1 Z, Dische u. S. S. Robbins, diese Zeitschr. 271, 304, 1934. — * Z. Dische, 
a.a. QO. 
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gleichzeitige Abnahme des Kohlenhydrats maximal etwa einer Bildung 
von 0,6mg Milchsiure auf die gleiche Erythrocytenmenge umgerechnet 
entsprechen wiirde. Diese Milchséurebildung ist in isotonischen Natrium- 
bicarbonatlésungen noch gréBer. Man kann also annehmen, da wenigstens 
ein Teil der von den glucosefreier. Erythrocyten gebildeten Milchséure 
nicht aus Zucker, sondern aus einer anderen Quelle stammt. 


3. Vergleich des Vollblutes und der gewaschenen Erythrocyten in bezug auf 
Differenz zwischen Zuckerschwund und Milchsiurebildung. 


Dieser Vergleich ist in den drei Versuchen (1, 2, 4 der Tabelle I) durch- 
gefiihrt worden. Aus dem in der Kolonne IV verzeichneten auf die Kon- 
zentration von | Million Erythrocyten pro emm umgerechneten Wert fiir 
den Zuckerschwund ist zu ersehen, daB durch das Waschen der Erythrocyten 
bei nachheriger Suspension in physiologischer NaCl-Lésung der Zucker- 
schwund fast derselbe bleibt wie im Vollblut, dagegen folgt aus der 
Kolonne V, daB die Mengen der pro 1 Million Erythrocyten gebildeten 
Milchsiure in der Suspension der gewaschenen Erythrocyten wesentlich 
kleiner sind. Die in der Kolonne V verzeichneten in 2 Stunden gebildeten 
absoluten Milchsauremengen im Vollblut, von denen also die von glucose- 
freien Erythrocyten gebildete Menge nicht abgezogen worden ist, sind mit 
einer einzigen Ausnahme héher als die gleichzeitig verschwundenen Zucker- 
mengen. Dies laBt sich nur so erklaren, daB neben der Milchsiurebildung 
aus Glucose eine solche aus einer anderen Quelle vorkommt. Daraus ergibt 
sich die Berechtigung zu der Annahme, daB wir die aus der Glucose gebildete 
Milchsaure berechnen kénnen, indem wir von der in der Erythrocyten- 
suspension gebildeten Gesamtmenge die von den in den glucosefreien Erythro- 
cyten gebildete Menge subtrahieren. Eine gewisse Ungenauigkeit bei der 
Berechnung im Vollblut mu8 sich natiirlich aus der Tatsache ergeben, daB 
wir ja die eigene Milchséurebildung der Erythrocyten im Vollblut nicht 
kennen, indessen ist die letztere gegeniiber der aus der Glucose gebildeten 
Menge im allgemeinen so klein (siehe Versuch 2 und 3), daB ihre Schwan- 
kungen kaum fiir das Gesamtbild von ausschlaggebender Bedeutung sein 
konnten. Aus den Versuchen der Tabelle I ist ferner zu ersehen, daB die 
Diskrepanz Zucker—Milchsaéure beim Vollblut vollkommen innerhalb der 
Fehlergrenze der Methodik bleibt, wenn die Konzentration der Erythrocyten 
ungefahr derjenigen im Vollblut entspricht oder héher ist. Dagegen zeigen 
dieselben Erythrocyten im gewaschenen Zustande und in isotonischer 
Kochsalzlésung suspendiert eine sehr bedeutende Diskrepanz Zucker 
—Milchsaure, die fiir das Vollblut entsprechend der Erythrocytenkonzentra- 
tion 22 bis 46° des verschwundenen Zuckers ausmacht. Nimmt man 
starker verdtinnte Suspensionen, so steigt diese Diskrepanz an, im Versuch 2 
z. B. von 46 auf 73%. Auch beim Vollblut zeigte sich in zwei von drei 
Versuchen, in denen der Einflu8 der Konzentration gepriift worden ist, 
mit steigender Verdiinnung eine Diskrepanz, die bei der normalen nicht zu 
sehen war. Dabei ist dieser Effekt der Verdiinnung, wie vor allem in den 
fiinf Versuchen an gewaschenen Erythrocyten zu sehen ist, in iiberwiegendem 
Ma8e einer deutlichen Zunahme des Zuckerschwunds mit der Verdiinnung 
zuzuschreiben. Diese Zunahme des Zuckerabbaues schwankte je nach der 
Konzentration zwischen 6 und 35°% des Wertes bei der Konzentration des 
Vollblutes. 

Es entstand nunmehr die Frage, worauf dieser Unterschied im Verhalten 
des Vollblutes und der gewaschenen Erythrocyten in bezug auf die Dis- 
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krepanz Zucker—Milchsaéure zuriickzufiihren sei. Die Ursache kann ent- 
weder in einer Veraénderung der Erythrocyten selbst, die durch die Prozedur 
des Waschens hervorgerufen wird, liegen, oder im EinfluB des Plasmas. 
Zur Entscheidung dieser Frage wurde in den Versuchen 1, 2 und 8 die 
Suspension der gewaschenen Erythrocyten nicht nur mit glucosehaltiger 
physiologischer Kochsalzlésung, sondern auch mit dem gleichen Volumen 
des vorher abgehobenen Plasmas vermischt und Zuckerschwund und 
Milchsaéurebildung in beiden Fallen verglichen. Die Anderung in der Zucker- 
und Milchsiurekonzentration bei der Glykolyse wurde in den mit Plasma 
versetzten Proben wie im Vollblut durch Subtraktion der Werte nach 
Beendigung des Versuchs von den Anfangswerten in den gleich bei Beginn 
enteiweiBten Proben ermittelt. Es zeigte sich, daB, wenn man die physio- 
logische NaCl-Lésung durch Plasma ersetzt, keine Diskrepanz Zucker 
—Milchsaure auftritt, die die Fehlergrenze der Methodik iiberschreitet. 
Demnach ist diese Diskrepanz nicht als Folge des Waschens, sondern als 
Folge des Einflusses des Plasmas auf die Erythrocyten zu betrachten, und 
da war es vor allem naheliegend zu priifen, ob nicht die schwach-alkalische 
Reaktion des Plasmas dafiir verantwortlich zu machen ist. Deswegen 
wurde noch in einer besonderen Versuchsreihe, deren Ergebnisse in der 
Tabelle II enthalten sind, die Diskrepanz Zucker—Milchséure von Erythro- 
cytensuspensionen, die mit gleichem Volumen glucosehaltiger und glucose- 
freier NaCl-Lésung, mit solchen verglichen, die mit isotonischer Bicarbonat- 
lésung vom py = 8,2 versetzt wurden. Diese Versuche sind in Tabelle II 
angefiihrt. In den Versuchen 4 und 8 der Tabelle wurden daneben noch 
Proben angesetzt, in denen neben Bicarbonat noch 0,3% Na-Citrat ent- 
halten war, weil ja die Méglichkeit bestand, daB die Wirkung des Plasmas 
auch auf seinen Citratgehalt zuriickgefiihrt werden kénnte. 


Es ist nun tatsdichlich aus den Versuchen der Tabelle II zu ent- 
nehmen, da8B in den Bicarbonatlésungen, deren px ungefahr demjenigen 
des Citratplasmas entspricht, die Diskrepanz Zucker—Milchsaure ent- 
weder vollig fehlt (im Gegensatz zu den gleichzeitig angesetzten Suspen- 
sionen in physiologischer NaCl-Lésung) oder wie in Versuch 7 und 8 
jedenfalls kleiner ist als in der letzteren. Dieser Unterschied beruht 
vor allem darauf, daB in allen vier Versuchen die Milchséurebildung 
in Bicarbonatlésung gegeniiber derjenigen in physiologischer Kochsalz- 
lésung stark gestiegen war, wahrend es beim Zuckerschwund nur im 
Versuch 7 und 8 der Fall gewesen ist, wobei aber die Zunahme dieses 
Wertes im Verhaltnis noch immer geringer war als die Zunahme der 
Milchsaéurebildung. Wir kénnen also annehmen, dafB die Wirkung des 
Plasmas, wenn nicht vollstaéndig, so doch zum groBen Teil auf seine 
alkalische Reaktion zuriickzufiihren ist. Die Wirkung des Citrats 
dagegen kann nur sehr gering veranschlagt werden. Moéglicherweise 
spielt aber dabei noch ein anderer Faktor im Plasma eine Rolle’. 


1 Die Pufferung kann keine Rolle spielen, wie aus Versuch 7 und 8 der 
Tabelle II hervorgeht, bei denen die Diskrepanz Zucker—Milchsaéure in 
durch CO, auf ein py von 7 gebrachten Bicarbonatséuresuspension der- 
jenigen in Kochsalz gleich gefunden worden ist. 
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Nunmehr gingen wir zur Priifung der Frage iiber, was aus dem 
verschwundenen Zucker, der nicht in Form der Milchséure wieder- 
erscheint, geworden ist. Wir versuchten zunachst festzustellen, ob ein 
irgendwie erheblicher Teil davon verbrannt worden ist und haben zu 
diesem Zwecke, wie schon oben erwahnt, den Sauerstoffverbrauch von 
gewaschenen glucosefreien und mit Glucose versetzten Erythrocyten 
festgestellt. 


4. Sauerstoffverbrauch gewaschener Erythrocyten. 


Die Messungen sind nach der manometrischen Methode von Warburg 
ausgefiihrt worden, sie sind in Tabelle III enthalten. Dabei wurde so ver- 
fahren, daB bei den Atmungsversuchen stets je 5 ccm einer Erythrocyten- 
suspension, die pro cmm zweimal soviel Erythrocyten enthielt wie das 
urspriingliche Blut, aus dem sie gewonnen worden ist, mit je 5 cem glucose- 
haltiger und glucosefreier physiologischer NaCl-Lésung vermischt wurde; 
die Konzentration der Glucose war 0,1%. In den ersten Versuchen wurde 
bei der Messung des Sauerstoffverbrauchs nur die Kohlensaéure absorbiert, 
indem in dem Ansatz des an das Manometer angeschlossenen GlasgefaBes 
'/,eem einer 33% igen NaOH enthalten war. In diesen Versuchen zeigte 
sich aber das iiberraschende Ergebnis, daB die glucosehaltigen Erythro- 
cytensuspensionen weniger Sauerstoff verbrauchten als die glucosefreien. 
Da dies véllig paradox erschien, dachten wir daran, daB bei dem geringen 
Sauerstoffverbrauch der Erythrocyten derselbe durch die gleichzeitig 
entwickelte Ammoniakmenge verdeckt werden kénnte und fiihrten deshalb 
einige Versuche (4 bis 8 der Tabelle) in Behaltern aus, die mit zwei seitlichen 
Ansitzen versehen waren, von denen der eine die Kalilauge, der andere 
'/,cem einer 25% igen Schwefelsiure zur Absorption des gebildeten und 
entweichenden Ammoniaks enthielt. In diesen Versuchen stieg tatsachlich 
auf Zusatz von Glucose der Sauerstoffverbrauch der Erythrocyten regel- 
maBig an. Es ergab sich demnach _ iiberraschenderweise, da’ die 
Erythrocyten bei Anwesenheit von Glucose mehr Ammoniak produzieren 
als bei vollstandigem Mangel derselben. Wie dieses Verhalten gedeutet 
werden kénnte, wird weiter unten erértert werden. 

Die Steigerung der Atmung, die durch den Glucosezusatz in unseren 
Versuchen hervorgerufen wurde, bildet nur einen verhaltnismaBig geringen 
Bruchteil des Sauerstoffverbrauchs, den die Erythrocyten ohne Glucose 
schon aufweisen. Fiir die Beurteilung der Frage aber, welcher Teil des nicht 
als Milchséiure erscheinenden aber doch verbrauchten Zuckers eventuell 
zu CO, verbrannt worden sein konnte, miissen wir dennoch den gesamten 
O, beriicksichtigen, der von den Erythrocyten in physiologischer Kochsalz- 
lésung verbraucht worden ist, denn wir wissen nicht, ob nicht bei Vorhanden- 
sein der Glucose die gesamten Oxydationen von derselben bestritten werden, 
indem sie gewissermaBen die anderen Substanzen, das Eiwei®8 und das Fett, 
vor der Oxydation schiitzt, wie die Versuche von Warburg, Negelein und 
Posener! an Gewebsschnitten fiir das Eiwei8 ergeben haben. 

Der Sauerstoffverbrauch in unseren Versuchen schwankte zwischen 
26,3 und 51,3 cmm O, in 1'/, Stunden fiir 10 cem einer Suspension, deren 
Erythrocytenkonzentration derjenigen des Vollblutes, aus dem sie ge- 


1 O. Warburg, K. Posener u. E. Negelein, diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
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Tabelle III. 


O,-Verbrauch von 10 ccm Suspension gewaschener Erythrocyten 
in 1'/, Std. gemessen. 





Vors Ohne NH,-Absorption Mit N H,-Absorption 
such mit Zucker ohne Zucker mit Zucker ohne Zucker 
Nr. emm emm emm emm 
1 19,4 28,2 
2 36,5 39,9 51,3 45,1 
3 24,3 17,2 
4 22.8 21.5 
5 19,5 19,4 26,3 17,4 
6 25,8 29,6 40,8 37,9 
i; 23,9 23,4 
8 18.7 27,1 


wonnen wurde, glich. Dies entspricht einem maximalen Verbrauch von 
674 cmm O, pro 100 ccm der Suspension in 2 Stunden. Diese Sauerstoff- 
menge reicht héchstens aus, um 0,9 mg Glucose vollstandig zu verbrennen. 
Ein Blick auf die Kolonne V der Tabelle I lehrt, daB nur ein geringer Bruch- 
teil (maximal etwa 10%) der nicht als Milchsaure erscheinenden zum Abbau 
kommenden Glucose verbrannt werden konnte. 


5. Verhalten des nichtauswaschbaren Kohlenhydrats der Erythrocyten bei 
der Glykolyse. 


Es bleibt jetzt noch zu priifen, ob nicht ein Teil der abgebauten Glucose 
zu einem nicht reduzierenden oder schwach reduzierenden Kohlenhydrat 
umgewandelt werden konnte. Um das festzustellen, fiihrten wir folgenden 
Versuch aus. Die Erythrocyten des Menschen sind, wie der eine von uns 
vor kurzem mitgeteilt hat, nur fiir die Aldomonosen permeabel. Bildete 
sich also beim Bebriiten der glucosehaltigen Erythrocytensuspensionen ein 
nicht reduzierender Zucker, so mute er nach Auswaschen der Glucose 
nach der Bebriitung im Trichloressigséurefiltrat der Erythrocytensuspension 
mit Hilfe der iiblichen kolorimetrischen Kohlenhydratbestimmungsmethoden 
nachgewiesen werden kénnen. Es wurde demnach von einer in der iiblichen 
Weise hergestellten Erythrocytensuspension zunachst eine Probe sofort 
durch Fallung mit dem gleichen Volumen einer 12!/,%igen Trichloressig- 
siurelésung enteiweiBt. Nunmehr wurde je eine glucosehaltige und glucose- 
freie Probe der Suspension durch 2 Stunden im Wasserbad gehalten, und 
wahrend die Hauptmenge der Suspension zur Bestimmung des Zucker- 
abbaues und der Milchséurebildung Verwendung fand (es handelt sich hier 
um die Versuche 5, 6, 7 der Tabelle I), wurde daneben von jeder Probe 
noch ein Teil dreimal mit der zehnfachen Menge physiologischer NaCl-Lésung 
auf der Zentrifuge gewaschen und sodann auf das urspriingliche Volumen 
der Suspension aufgefiillt und wie oben mit dem gleichen Volumen Tri- 
chloressigsaure gefallt. Nach dem Abzentrifugieren des Niederschlags 
wurde im Zentrifugat mit Hilfe der Indol-Schwefelséuremethode in jeder 
Probe der Kohlenhydratgehalt bestimmt. 


Die Erythrocyten enthielten Kohlenhydrat in mg-% als Glucose 
berechnet : 
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Jars Nach 2 Std. bei 40° 
Versesh Am Anfang = |}—————_—___________ _ 
Nr.* | mit Glucose ohne Glucose 
5 10,0 12,3 7.4 
6 10,4 10,3 7,3 
7 10 9,7 7 


* Die Versuchs-Nr. entsprechen denen der Tabelle I. 


Ks tritt demnach in allen drei Fallen in der glucosefreien Suspension 
ein Abbau des erythrocyteneigenen Kohlenhydrats um 25 bis 30%, ent- 
sprechend etwa 2'/, bis 3mg Glucose ein. Bei Anwesenheit von Glucose 
dagegen war in zwei Versuchen der Kohlenhydratgehalt dem Anfangs- 
gehalt gleich. In einem Versuch trat sogar eine Zunahme gegeniiber dem 
Anfangsgehalt um etwa 23% auf. Diese Versuche reichen nicht aus, um 
die Frage zu entscheiden, ob es sich hier um Neubildung eines besonderen 
polymeren Zuckers aus Glucose handelt, oder ob nur das ,,k6rpercheneigene“‘ 
Kohlenhydrat bei gleichzeitiger Anwesenheit von Glucose dem Abbau 
nicht anheimfallt, also gewissermaBen gespart wird. Diese Frage soll Gegen- 
stand weiterer Versuche sein. Uns ging es vorlaufig nur darum, festzustellen, 
ob das Ausmaf dieser eventuellen Neubildung eines nicht reduzierenden 
Zuckers ein derartiges war, daB letzteres die Differenz zwischen Zucker- 
schwund und Milchséurebildung erklaren konnte. Dies ist offenbar nicht 
der Fall, wie man durch Vergleich mit den Ziffern der Kolonne VIa der drei 
Falle ersehen kann, denn im Fall 6 kénnte die Bildung des Kohlenhydrats 
3 mg pro 100 cem betragen, wihrend die verschwundene Glucose, die nicht 
als Milchsiure wiedererscheint, 9mg-% ausmacht. Im Fall 5 sind die 
betreffenden Zahlen 4,9 und 10,32. 


6. Zusammenfassung und Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Unsere Untersuchung hat zwei Tatsachen ergeben. Wahrend im 
Citratblut die Milchséurebildung mit dem Zuckerschwund Schritt halt, 
bleibt sie in der Suspension gewaschener Erythrocyten in physiologischer 
NaCl-Lésung hinter dem letzteren wesentlich zuriick. Dieser Unterschied 
im Verhalten des Vollblutes und der Suspension in physiologischer 
Kochsalzlésung mu8 zum gréBten Teil auf den Unterschied in der 
Reaktion des Milicus zuriickgefiihrt werden, da ja das Citratblut in 
vitro ein py zwischen 8 bis 9 hat, die Erythrocytensuspension in physio- 
logischer NaCl-Lésung hatte 7,2. Die Diskrepanz ist um so gr6Ber, 
je geringer die Konzentration der Erythrocyten in der Suspension ist. 
Was die Frage nach dem Schicksal der nicht als Milchsaéure erscheinenden 
Glucose betrifft, so konnte nachgewiesen werden, daB zumindest der 
gréBere Teil weder verbrannt, noch zu einem nicht reduzierenden 
oder weniger reduzierenden Kohlenhydrat umgewandelt sein konnte. 
Es muB sich also ein Zwischenkérper im glykolytischen ProzeB gebildet 
und angesammelt haben, aller Wahrscheinlichkeit nach handelt es 
sich hier um die Diphosphoglycerinséure, weil ja Jost ihre Vermehrung 
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bei der Glykolyse schon 1926 nachgewiesen hat!. Auch die Tatsache, 
daB auf Zusatz von Glucose die Ammoniakabspaltung in den Erythro- 
cyten wachst, spricht, wie weiter unten ausgefiihrt werden soll, dafiir, 
daB der sich ansammelnde Zwischenkérper ein Phosphorsaureester ist. 
Demnach scheinen die zwei Phasen der Glykolyse, der Zerfall des Zuckers 
(nach vorangehender Veresterung) zu Phosphoglycerinsaure und Glycerin- 
phosphorsaéure in viel geringerem Make von einer Reaktionsinderung 
des Milieus abzuhangen, als die zweite Phase, in der die Phosphoglycerin- 
siure tiber die Brenztraubensdéure in Milchsiure wbergefiihrt wird. In 
der letzten Zeit hat nun Dische eine Reihe von Tatsachen mitgeteilt, 
aus denen geschlossen werden kann, da’ dem Ubergang der Phospho- 
glycerinsaure in Brenztraubensiure und Umwandlung der letzteren 
in Milchsiure im Rahmen des glykolytischen Gesamtprozesses eine 
ganz besondere Bedeutung zukommt. Dische? hat nachgewiesen, daB 
bei der Veresterung der Hexose, die dem Zerfall des Zuckermolekiils 
bei der Blutglykolyse vorangeht, die mit dem Zuckermolekiil in Ver- 
bindung tretende Phosphorséure wenigstens zum Teil von der Adenosin- 
triphosphorséure auf denselben iibertragen wird. Nachdem der so 
gebildete Hexoseester iiber die Trioseester zu Phosphoglycerinséure und 
Glycerinphosphorsaure zerfallen ist, setzt die zweite Phase der Glykolyse 
ein, bei der die Resynthese der Adenosintriphosphorsaure aus der vorher 
gebildeten Adenylsdure und der aus der Phosphoglycerinséure stammen- 
den Phosphorsaiure erfolgt. Diese Resynthese ist mit dem Oxydo- 
reduktionsprozeB gekoppelt, der zur Bildung der Milchsaéure aus der 
gleichzeitig aus der Phosphoglycerinsaure tiber die Phosphobrenztrauben- 
saure entstehenden Brenztraubenséure fiihrt. Die Geschwindigkeit 
aller dieser Prozesse hangt aber sowohl von der jeweiligen Konzen- 
tration an Brenztraubensdure wie auch der an Phosphoglycerinsdure 
und an Adenylsdure ab. Nun wissen wir aber aus den Untersuchungen 
friiherer Autoren*, zuletzt aus jenen von Mann und Ostern*, daB durch 
die Verschiebung der Reaktion nach der alkalischen Seite die Phosphory- 
lierung der Adenylsaéure beschleunigt wird bzw. der Zerfall der Adenosin- 
triphosphorséure gehemmt wird. So kénnte man sich erklaren, 
warum in den alkalischen Natriumbicarbonatlésungen und im Citrat- 
plasma aus ein und derselben Menge zerfallenden Zuckers mehr Milchsaure 
entsteht, als in der neutral oder schwach sauer reagierenden physio- 
logischen NaCl-Lésung, denn das Ausma der Resynthese der Adenosin- 
triphosphorséure aus Adenylsiure und Phosphorsdure bestimmt die 


1 Der Ausfall der «-Methylindolreaktion zeigt, da$ keine Ansammlung 
von Brenztraubensaure oder eines Trioseesters eingetreten sein konnte. — 


2 Z. Dische, Naturwiss. 22, 776 u. 855, 1934. — *% G. Schmidt, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 179, 243, 1928. — 4 7. Mann u. P.Ostern, diese Zeitschr. 


274, 154, 1934. 
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Menge der aus der Phosphoglycerinséure tiber die Brenztraubensadure 
gebildeten Milchsaiure. Mit dieser Erklarung der Diskrepanz zwischen 
Zuckerschwund und Milchsaurebildung in Kochsalzsuspensionen ge- 
waschener Erythrocyten steht auch die Erscheinung in guter Uberein- 
stimmung, daB glucosehaltige Erythrocyten mehr Ammoniak bilden 
als glucosefreie. Diese Tatsache erscheint zunachst tiberraschend, 
da ja Warburg, Negelein und Posener an Gewebsschnitten festgestellt 
haben, daB die Ammoniakabspaltung in denselben auf Zusatz von 
Glucose abnimmt; indessen stammte in ihren Versuchen das Ammoniak 
fast ganzlich aus den Aminosduren. In unseren Versuchen dagegen 
kénnte man sich die vermehrte Ammoniakbildung in Anwesenheit 
von Glucose so erklaren, daB die bei der Zuckerveresterung gebildete 
Adenylsaure infolge zu wenig alkalischer Reaktion nicht geniigend 
rasch rephosphoryliert werden konnte und infolgedessen desaminiert 
worden ist. Die vermehrte Ammoniakbildung in glucosehaltigen 
Erythrocytensuspensionen ware demnach gewissermaben die Kehrseite 
der Ansammlung eines phosphorylierten Zwischenproduktes bei der 
Blutglykolyse. 

Viel schwieriger erscheint dagegen die Erklarung des Phinomens, 
daB die Diskrepanz Zucker—Milchséure bei sinkender Konzentration 
der Erythrocyten in der Suspension ansteigt. Da bei sinkender Erythro- 
cytenmenge die Zuckerkonzentration absolut genommen wahrend der 
Glykolyse weniger stark abnimmt, so hatte man zunadchst daran denken 
kénnen, da die héhere Diskrepanz Zucker—Milchséure im letzteren 
Fall darauf zuriickzufiihren sei, daB die Glucosekonzentration in den 
verdiinnten Suspensionen stets wahrend der ganzen Dauer des Versuchs 
hoher ist als in den konzentrierteren. Dadurch mite es in den ersteren 
zu einem staérkeren Zuckerabbau pro Million Blutkérperchen im cmm 
kommen, wenn die GréBe der Glykolyse mit der Konzentration des 
Zuckers wichse. In der Literatur finden sich iber den letzteren Punkt 
widersprechende und nicht ganz eindeutige Angaben. Aus diesem Grunde 
fihrten wir eine Reihe von Versuchen aus, in denen wir die Glykolyse 
in ihrer Abhangigkeit von der Zuckerkonzentration in einem Bereich 
von 0,01 bis 0,1 °% Glucose priiften. Wir fanden, daB der Zuckerschwund 
und die Milchséurebildung von der Konzentration der Glucose in diesem 
Bereich vollstandig unabhangig ist. Die roten Blutkérperchen verhalten 
sich in dieser Hinsicht ebenso wie die Hefezellen. Die Steigerung der 
Diskrepanz Zucker—Milchsaure bei wachsender Verdiinnung der Erythro- 
cytensuspension erscheint demnach vorlaufig unerklarlich. 
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Uber die Umsetzung natiirlicher 1-Phosphoglycerinsiure 
durch tierische Gewebe. 
Von 
H. K. Barrensecheen und Hela Beneschovsky. 
(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat 
Wien.) 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1934.) 


Vor mehr als Jahresfrist haben wir kurz iiber Versuche berichtet (1), 
die wir, in Verfolg der neuen, von Embden (2) und Meyerhof (3) auf- 
gestellten Theorie des Zuckerabbaues iiber die Umsetzung von inaktiver, 
synthetischer Phosphoglycerinséure durch tierische Gewebe (Biut, 
Muskulatur, Leber, Niere) angestellt haben. Das Ergebnis dieser 
Untersuchungen bedurfte dringend der Ergénzung durch Versuche 
mit der natiirlichen 1-Phosphoglycerinséure. Da mittlerweile von ver- 
schiedenen Seiten (4) (5) (6) die Frage experimentell bearbeitet wurde, 
sehen wir uns veranlaBbt, das wesentlichste Ergebnis unserer seit mehr 
als Jahresfrist begonnenen Untersuchungen bereits heute zu veréffent- 
lichen. Sie haben in Kiirze folgende Fragen zu beantworten versucht: 


I. Brenztraubensdurebildung aus natiirlicher Phosphoglycerinsaiure 
durch verschiedene Gewebe. 

II. Bilanz der Phosphoglycerinséurespaltung. 

III. Einflu8 von Cyanid, Bromessigséure und Fluorid auf die 
Brenztraubensaurebildung aus Phosphoglycerinsaure. 

IV. Die Rolle des Co-Fermentsystems bei der Brenztraubensaure- 
bildung. 

V. Die Aktivierung der Brenztraubenséurebildung durch Amino- 
purine und andere Oxydo-Reduktionssysteme. 


I. Brentraubenzsiurebildung aus 1-Phosphoglycerinsaure durch 
verschiedene Gewebe. 


a) Zur Technik der Versuche. Fiir Uberlassung einer kleineren Menge 
kristallisierten Bariumsalzes der 1-Phosphoglycerinséure (PGS.) sind wir 
Herrn C. Neuberg in Berlin-Dahlem zu groBem Dank verpflichtet. GréBere 
Mengen des Salzes haben wir nach der verbesserten Methode von Neuberg 
und Kobel (7) selbst dargestellt. Nach zahlreichen Versuchen mit ver- 
schiedenen Heferassen haben wir in der auch friiher von uns benutzten 
untergirigen Nufdorfer-Hefe ein Material gefunden, das zu ganz aus- 
gezeichneten Ausbeuten fiihrte. Die Ausbeuten betrugen fiir die von Newberg 
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und Kobel angegebenen Mengenverhaltnisse im Durchschnitt 3,5 g des 
gereinigten sauren Bariumsalzes. 
Analyse: 3,465 mg Substanz, 20,8 mg Ammonphosphormolybdat, 
2,32 =,, Bariumsulfat. 
C,H;,0;PBa.3H,O.  Ber.: 9,01% P, 39,88°% Ba; 
gef.: 8,92% P, 39,60% Ba. 





Das Bariumsalz war in der Regel nach einmaligem Umkristallisieren 
analysenrein. Zu den Versuchen wurde das Bariumsalz mit einer iiber- 
schiissigen Menge isosmotischer Magnesiumsulfatlésung bzw. Natrium- 
oder Kaliumsulfatlésung in das Mg- bzw. Na- oder K-Salz iibergefiihrt. 

Die Bestimmung der Brenztraubensiure erfolgte gravimetrisch als 
2, 4-Dinitrophenylhydrazon nach der Methodik von Newberg und Kobel (8) 
nach Umfallung des in Soda gelésten Hydrazons mit Salzséiure. Die Milch- 
siure wurde nach Friedemann und Kendall (9), Phosphor kolorimetrisch 
nach Fiske-Subbarow (10) bestimmt. Die Berechnung der zugesetzten PGS. 
erfolgte jeweils durch P-Bestimmung nach Veraschung. 

b) Umsetzung durch Blut. Das zu den Umsetzungen verwendete Blut 
war durchwegs menschliches Blut, das durch Venaepunktion gewonnen 
wurde und nach Defibrinieren mit Glasperlen unmittelbar zu den Ver- 
suchen kam. 


Ebenso wie die synthetischen Praparate wird auch die natiirliche 
]-PGS. durch intaktes, frisches Blut nicht zu Brenztraubensaure ab- 
gebaut. Dieses Ergebnis am Blute war seinerzeit Mitveranlassung 
fiir uns, die Embdensche Anschauung beziiglich der Rolle der PGS. 
als Intermediarprodukt im Kohlenhydratabbau abzulehnen. Es ist 
klar, daB eine derartige Stellungnahme einer weiteren Begriindung bedarf. 
Wir haben uns daher die Frage vorgelegt, wie dieses negative Ergebnis 
am Blute zu erkléren ist. Eine Aufklirung muBte zunachst einmal 
die Verfolgung der Dephosphorylierung der PGS. durch Blut bringen. 
Wie aus nachstehenden Versuchen hervorgeht, wird nun PGS. durch 
intaktes Blut so gut wie gar nicht dephosphoryliert. 


Tabelle I}. 
In den Ansitzen je 20 cem Vollblut, in den Kontrollen 10 cem isosmotische 
MgS8 O,-Lésung, im Versuchsansatz die gleiche Menge Mg 8 O, mit je 137,5 mg 
PGS.; Versuchsdauer 3 Stunden; Brutschrank 37°. 





Aus der P-Abspaltung 


berechnete Spaltung der PGS. Milcbstiure gebildet 





Versuchs- P-Abspaltung vince! SIRE R a ers see a 
datum aus PGS. atom i] 
absolut Jy | Kontrolle Versuch 
mg i] 
8. II. 0,161 * 0,97 0,7 10,27 8,84 
10. IV. 0,468 2,81 2,04 — — 


* Nach Abzug der im Leerversuch gebildeten Phosphorsaure. 


! Samtliche Werte in den Tabellen bedeuten mg fiir den jeweiligen 
Ansatz. 
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Das AusmaB der Dephosphorylierung ist ein geringfiigiges und 
erreicht héchstens 2°, der zugefiigten PGS. Immerhin kénnte eine 
derartige Menge noch zu einer nachweisbaren Brenztraubensaurebildung 
fiihren. Da wir in den Versuchen nicht die geringste Spur Brenztrauben- 
siure fanden, blieb eventuell die Erklarung, daB die geringe Menge 
gebildeter Brenztraubenséure sofort weiter zu Milchséure hydriert 
wurde. Diese Erklarung lat sich, wie die Milchsiurewerte in dem 
Versuch vom 8. Marz zeigen, nicht aufrecht erhalten. Die Milchséure- 
bildung in dem Versuch bleibt deutlich hinter der Milchséurebildung 
in der Kontrolle zuriick. 


Es war nun weiter daran zu denken, daB die mangelhafte Dephos- 
phorylierung durch intaktes Blut dadurch bedingt ist, daB das Substrat 
nicht an die intrazelluliren Fermente in den Erythrocyten heran- 
gelangt. Sei es, daB die reichlich vorhandenen Magnesiumionen die 
Permeabilitat der Erythrocyten herabsetzen, sei es, daB die PGS. als 
solche von der Membran der Erythrocyten nicht durchgelassen wird. 
Verwendet man nun an Stelle des Magnesiumsalzes das Kaliumsalz 
der PGS., so bleibt auch hier jegliche Brenztraubensaéurebildung aus. 
Damit dirfte wohl die mangelnde Durchlassigkeit der Erythrocyten 
fiir PGS. an den negativen Ergebnissen schuld sein, eine Annahme, 
die auch von Braunstein (4) gemacht wurde. Immerhin ist dieses nega- 
tive Ergebnis aus dem Grunde auffallend, weil PGS. ebenso wie Glycerin- 
siurediphosphorséure als normaler Bestandteil der Erythrocyten 
bekannt ist (11) (12) (13). Wir haben nun von der durch Meyerhof (14) 
festgestellten Tatsache, daB es gelingt, das glykolytische Prinzip durch 
Ausfrieren aus den Erythrocyten frei von zelligen Bestandteilen zu 
erhalten, Gebrauch gemacht und derartige Hamolysate fiir unsere 
Untersuchungen herangezogen. Tatsachlich zeigen nun durch Ein- 


Tabelle II. 
In den Ansitzen je 20 ccm Fermentlésung und 10 cem MgSO,-Lésung mit 
107 mg PGS. 





Umgesetzte PGS. aus der 
Brenztraubensiure berechnet 
Brenz- asses phstooncarae det u i 


traubensiure absolut . 
mg ° 


Versuch vom 24. IV. Vollblut, durch 
Kinfrieren hamolysiert, von der 
Stromata zentrifugiert ...... 30,12 63,66 59,5 


Versuch vom 23.IV. Die 20 cem Blut 
entsprechenden Erythrocyten durch 
Kinfrieren hamolysiert und nach Ab- 
zentrifugieren von der Stromata mit 
Ringerlésung auf 20cem aufgefiillt . 33,86 71,57 66,9 
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frieren gewonnene Haémolysate eine recht erhebliche Brenztrauben- 
sdurebildung aus PGS., gleichgiiltig ob das gesamte Blut durch Kin- 
frieren in einer Kaltemischung hémolysiert wird, oder ob die mehrfach 
mit Ringerlésung gewaschenen und dann hamolysierten Erythrocyten 
allein zur Verwendung kamen. 

Wie man sieht, betragt die Umsetzung der zugesetzten PGS. 
zwischen rund 60 bis 70 % der zugesetzten Menge. Die in der Zwischen- 
zeit erschienenen Untersuchungen von Braunstein (4) und Schuchardt 
und Vercellone (5) bestatigen diesen vor Erscheinen der beiden Arbeiten 
erhobenen Befund. 

c) Umsetzung durch Muskelbrei und Muskelextrakt. Durch Muskel- 
brei wird die natiirliche PGS. rascher in Brenztraubensiure umgewandelt 
als die synthetische Racemform. Ebenso energisch wirkt Muskelextrakt 
nach Meyerhof, mit dem wir Umsetzungen bis zu 100% in der 
kurzen Versuchszeit von 3 Stunden erzielen konnten. 


Tabelle HI. Muskelextrakt (Kaninchen) nach Meyerhof. 
Versuchsdauer 3 Stunden; Brutschrank 37°. 





Umgesetzte PGS. aus der 


Brens- Brenztraubensiure berechnet 


traubensaure | absolut 
i] 0 
1} mg 





0 


Versuch vom 27. IV. 10ccm Muskel- | 
extrakt +5cem MgS0,+27mg PGS.) 10,83 2290 ‘| 84,83 


Versuch vom 4. III. 15¢ccem Muskel- 
extrakt + 15cem 0,9%ige KCl | | 
+6cem MgSO,+ 29mg PGS...) 13,79 29,16 | 100 


d) Umsetzung durch Leber und Niere. In unseren seinerzeitigen 
Versuchen hatten wir bei Umsetzung mit Leberbrei nur Spuren von 
Brenztraubensaure erzielen kinnen. Auch mit der natiirlichen Phospho- 
glycerinsaure ist die Brenztraubensaurebildung durch Leber nicht regel- 
maBig zu erzielen. Wir haben in einer Reihe von Versuchen mit Leber 
ebenso oft negative wie positive Resultate erhalten. Auf welche Ursachen 
dieses wechselnde Verhalten der Leber zuriickzufiihren ist, bleibt 


Tabelle IV. Leberbrei (Kaninchen). 
Versuchsdauer 3 Stunden; Brutschrank 37°. 


Umgesetate PGS. aus der 
Brenztraubensiure berechnet 





Brenz- 
traubensidure absolut 





%o 


Versuch vom 11. v. ‘1, 5 g Leberbrei 
+ 7,5 cem Ringerlésung + 7,5 ccm 
MgS0,+ 765mg PGS... . : 7,69 16,63 21,7 
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vollkommen unklar. Mit dem Glykogengehalt des Organs steht es kaum 
in Zusammenhang. 

Ganzlich negativ waren wiederholte Versuche mit Nierenbrei. 
Diese Ergebnisse sind um so auffalliger, als die phosphatatische Wirkung 
der Niere bekanntermaBen sehr hoch ist. Daf fiir das Verhalten der 
Niere nicht die gleichen Griinde maBgebend sein kénnen wie beim Blut, 
zeigen uns Versuche, in denen die Phosphatabspaltung verfolgt wurde. 
Wie aus Tabelle V hervorgeht, wird zugesetzte PGS. von Nierenbrei 
in 3 Stunden zu 10 bis 14% gespalten. Die Mengen Brenztraubensaure, 
welche der nach der Phosphatabspaltung berechneten PGS. entsprechen, 
miiBten groB genug sein, um zumindesten den qualitativen Nachweis 
der Brenztraubensaurebildung fiihren zu kénnen. Es kann also fiir diesen 
negativen Ausfall die mangelnde Permeabilitiét der Nierenzellen fiir 
das Substrat nicht herangezogen werden. In einem weiteren Abschnitt 
glauben wir zeigen zu kénnen, daB die Ursache fiir das Versagen der 
Niere in einem Mangel an Co-Ferment zu suchen ist. 


Tabelle V. 


In den Ansatzen je 2 g Nierenbrei, 8 cem Ringerlésung und 2 cem MgSO,- 
Lésung. In dem Versuch vom 5. Mai 22,68 mg PGS., in dem vom 5. Juni 
16,2 mg PGS. zugesetzt. Versuchsdauer 3 Stunden, Brutschrank 37°. 





Aus der ay ny, 
Ss. 


P-Abspaltang berechnete Spaltung der 








— ee a 
t s PGS. 
wins Kontrolle Versuch -_ aman 9/9 
mg 
5. V. || 0,884 0,733 0349 | 2,094 9,23 
5. VI. || 0,810 1,177 0,367 2,202 13,59 


II. Bilanz der Phosphoglycerinsiurespaltung. 


1. Die Abhdngigkeit der Brenztraubensdurebildung vom py. Fir 
exakte Bilanzversuche ergab sich zunachst die Notwendigkeit, die 
Abhangigkeit der Brenztraubensaurebildung und der Phosphorabspaltung 
vom jeweiligen pu zu untersuchen. Die Versuche wurden mit hamo- 
lysiertem Blut und Muskelextrakt angestellt. Im Interesse einer exakten 
Phosphorbestimmung wurde zur Einstellung des py Citratgemisch nach 
Sorensen fiir den sauren Bereich, im neutralen und alkalischen Bereich 
Veronalpuffer nach Michaelis (15) angewendet. Fiir die Ansatze mit 
Blut ergab sich, daB durch den ganzen untersuchten px-Bereich von 
pu 4,8 bis 9,4 eine nicht unbetrachtliche Brenztraubenséurebildung 
stattfindet, die nach mehrfachen Versuchen ein schwach ausgepragtes 
Optimum noch auf der sauren Seite zwischen px 5,9 bis 6,8 zeigt. Die 
Phosphorsaureabspaltung zeigt ein deutliches Maximum zwischen 
pu 8,2 bis 8,6. Merkwiirdigerweise ist beim Optimum der Phosphatase 
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sowohl die Brenztraubensiurebildung als auch die Phosphorsaure- 
abspaltung am geringsten. 


Tabelle VI. 
Je 5cem Hamolysat (gewaschene Erythrocyten) + 2ccm Puffer + 1 cem 
MgSO, mit 16,2 mg PGS. 








Sa eae Brenztrauben- “len Brenztrauben- 
Po" 'mgiansatz |, MC | PH | mgiAnsatz, |, SHOE 
4,83 0,324 3,455 7,40 0,374 8,275 
5,02 0,336 3,376 7,80 0,541 3,547 
5,31 0,341 3,786 8,20 0,658 8,490 
5,97 0,397 4,165 8,60 0,655 2,327 
6,68 0,375 3,931 9,00 0,263 2,318 
7,00 0,333 3,297 9,40 0,250 1,987 


Zu analogen Ergebnissen fiihrten die Untersuchungen mit Muskel- 
extrakt. Die Phosphorséureabspaltung war hier im sauren Bereich 
bis px 5,2 deutlich gehemmt, ebenso die Brenztraubenséurebildung. 
Das Maximum der Brenztraubensiurebildung lag wie beim Blut bei 
pu 6,68. Im Gegensatz zum Blut ergab sich jedoch im alkalischen 
Bereich beim Optimum der Phosphatasewirkung auch eine deutliche 
Steigerung der Phosphorsdureabspaltung, waihrend die Brenztrauben- 
siurebildung konform dem am Blut festgestellten Befund ein deutliches 
Absinken erkennen lieB. 

Untersuchungen der py-Verhaltnisse in der von uns gewahiten 
Versuchsanordnung ohne Zusatz eines Puffers ergaben fiir Muskel- 
extrakt und Muskelbrei bei mehrfacher Wiederholung, daB das py zu 
Beginn und am SchluB8 in den Kontrollansatzen und den Zusatzversuchen 
annahernd um 6,5 liegt, so daB wir uns entschlossen, unsere Versuche 
ohne Pufferzusatz durchzufiihren. Die Berechtigung dazu glauben 
wir um so mehr zu haben, als Kontrollversuche mit ungepufferten 
und beim optimalen px gepufferten Muskelextrakten praktisch zu den 
gleichen Werten fiir die Phosphatabspaltung und Brenztraubensaure- 
bildung fihrten. 

In Versuchen iiber die Milchséurebildung, in denen wir mit m/15 
Phosphatlésung von py 6,8- bzw. 2%iger Bicarbonatlésung pufferten, 
beobachteten wir gegeniiber den ungepufferten Ansatzen merkwiirdiger- 
weise ein vollkommenes Ausbleiben der Brenztraubenséiurebildung und 
auch ein Zuriickbleiben der Milchséurebildung. Fiir das Ergebnis mit 
Phosphatpuffer mag vielleicht die Hemmung der Phosphatase durch iiber- 
schiissige Phosphationen verantwortlich sein. 


2. Die Bilanz: abgespaltene anorganische Phosphorsdure : Brenz- 
traubensdure. Nur in einem verschwindenden Teil unserer Versuche 
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ergab sich, daB die gefundene Menge Brenztraubensadure sich mit der 
abgespaltenen Menge anorganischer Phosphorséure deckt (s. Tabelle VII). 

Im Versuch mit Blut zeigt sich mit aller Deutlichkeit, daB die 
Spaltung der allerdings sehr betrachtlichen Menge PGS. innerhalb 
der ersten 3 Stunden im wesentlichen beendet ist. Die Umsetzung 
betragt hier nach 3 Stunden rund 48%, nach weiteren 3 Stunden 
rund 53° der zugesetzten Menge. Wir haben aus diesem Grunde 
unsere Untersuchungen im weiteren Verlauf durchweg auf die Zeit 
von 3 Stunden beschrankt. Der zweite Fall, daB die Menge abgespaltener 
anorganischer Phosphorsiure die Menge der Brenztraubensaure iiber- 
wiegt, ist von uns noch seltener beobachtet worden. Dies ist um so 
auffallender, als in Untersuchungen aus dem Neubergschen Institut (16) (5) 
mit Hefe und pflanzlichen Extrakten die Brenztraubenséurebildung 
regelmaBig hinter der Phosphorséureabspaltung zuriickbleibt. Aus 
unserem reichlichen Material konnten wir im ganzen nur in drei Fallen 
dieses Verhialtnis feststellen, von denen wir je einen Fall mit Hamolysat 
und Muskelextrakt wiedergeben wollen. 

Das Verhaltnis Brenztraubenséure : Phosphorsaure liegt in diesen 
Fallen ahnlich den von der Neubergschen Schule beschriebenen 
(s. Tabelle VIII). 

Wesentlich haufiger konnten wir jedoch feststellen, daB die Menge 
der als anorganisches Phosphat abgespaltenen Phosphorséure hinter 
der gebildeten Brenztraubensaure zuriickblieb. Wir haben dieses Ver- 
halten in der itiberwiegenden Mehrzahl unserer Bilanzversuche feststellen 
k6énnen und bringen im nachstehenden aus unseren Versuchen je einen 
Beleg fiir Vollblut, hamolysierte Erythrocyten, Muskel- und Leberbrei. 

Betrachtet man die Zahlen der Tabelle LX, so ist auffallend, daB in 
den Versuchen mit Blut das Verhaltnis der gefundenen zu der aus dem 
Zuwachs anorganischer Phosphorséure berechneten Brenztraubensaure 
sich fast genau wie 3:2 verhalt. Ein derartiges Verhalten lieBe sich 
theoretisch in dem Sinne erkléren, daB im Blute die Umsetzung in der 
Weise erfolgt, daB von vier Molekiilen PGS. drei zu Brenztraubenséure 
zerfallen und ein viertes zu Glycerinséurediphosphorsaéure verestert 
wird, so dab das Verhaltnis Brenztraubenséure zu Phosphorsaure 
wie 3 : 2 realisiert ware. Fiir Muskel- und Lebergewebe trifft eine derartige 
Annahme nicht mehr zu, da hier das Verhaltnis Brenztraubensaure 
zu abgespaltener Phosphorsdure fast wie 2:1 liegt. 

Eine Aufklérung, in welche Form diese fehlende Phosphorsaure 
iibergefiihrt wird, versprachen Hydrolyseversuche nach Lohmann (17), 
durch welche die Phosphorsaureester nach ihrer Hydrolysengeschwindig- 
keit in n HCl bei Wasserbadtemperatur annahernd charakterisiert 
werden kénnen. Da in Ubereinstimmung mit den Befunden von Meyer- 
hof und Lohmann (6) die natiirliche PGS. bei einstiindiger Hydrolyse 
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12,42 1,60 


3,56 
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6, 


m Zusatz 
Kontrolle gebildeten Milchsdure. 


i+ 10cem 


Je 1,5g Leberbre 
Ringerlésung + 5 ce 


24. V. 


* Nach Abzug der in der 
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in n HCl nur minimal gespalten wird — wir konnten in Versuchen, 
welche 2 mg der PGS. je Versuchsansatz enthielten, nach einstiindiger 
Hydrolyse nur eine kolorimetrisch nicht ablesbare Phosphorsiure- 
abspaltung nachweisen — schalten von vornheiein Fehler von dieser 
Seite aus. Derartige Hydrolysenkurven haben wir mit Hamolysaten 
und mit Muskelextrakt durchgefiihrt. Ihr Ergebnis ist in Tabelle X 
und XI zusammengefaBt. 

Wie die Aufnahme der Hydrolysenkurve zeigt, ergibt sich zunachst 
die tiberraschende Tatsache, daB wenige Minuten nach Zusatz des 
Substrats ein nicht unbetrachtlicher Teil der der PGS. entstammenden 
Phosphorsaure in leicht hydrolysierbare Form iibergefiihrt ist. Dieser 
leicht hydrolysierbare Phosphor ist auch nach 3 Stunden Inkubation 
gegentiber der Kontrolle wesentlich vermehrt. Wie aus dem Versuch 
mit Muskelextrakt hervorgeht, ist die leicht hydrolysierbare Fraktion 
der Phosphorséureester in der Kontrolle vollkommen verschwunden, 
wahrend sie in dem Versuch die nicht unbetrachtliche Menge von 
1,209 mg betragt. Ob in dieser Vermehrung des leicht hydrolysierbaren 
Phosphors ein Ausdruck fiir die von Meyerhof und Lohmann (6) jiingst 
beschriebene Umlagerung der PGS. in Phosphobrenztraubensaure 
vorliegt, miissen weitere Untersuchungen ergeben!. Bilanzmabig 
ergibt sich, da beim Muskel rund 50% der verschwundenen 
Phosphorséure in leicht hydrolysierbarer Form, der Rest in schwer 
hydrolysierbarer Form vorliegt. Beim Blute ist das Verhaltnis leicht 
hydrolysierbarer : schwer hydrolysierbarer Ester unter Beriicksichtigung 
der in 3 Stunden Hydrolyse erfolgten Spaltung annahernd wie 1: 2. 

Gelegentlich konnten wir feststellen, daB trotz reichlicher Brenz- 
traubensdurebildung keine Phosphorsaéureabspaltung gegeniiber der 
Kontrolle nachweisbar ist. Wir geben nachstehend einen Versuch 
mit Muskelextrakt wieder, bei dem der gesamte, der umgesetzten PGS. 
entsprechende Phosphor in Form leicht hydrolysierbarer Ester wieder- 
gefunden wurde und zwar die Hauptmenge in der bereits innerhalb der 
ersten 7 Minuten aufspaltbaren Fraktion (s. Tabelle XII). 

Aus den Ergebnissen der Versuche der Tabellen X bis XII — und 
derartige Brenztraubenséure-Phosphorséurebilanzen finden sich in fast 
simtlichen unseren im weiteren Verfolg der Arbeit beschriebenen Ver- 
suchen — missen wir den SchluB ziehen, daB die Spaltung der PGS. in 
Brenztraubensaure keine einfache Dephosphorylierung darstellt, sondern 
als Glied in einer Reihe gekoppelter Reaktionen aufzufassen ist, bei 
denen Veresterungsvorginge mit eine wesentliche Rolle spielen. Auf 


1 Anmerkung bei der Korrektur. Nach den uns erst wahrend der Druck- 
legung unserer Arbeit bekanntgewordenen Untersuchungen von Meyerhof 
u. Kiessling (Naturwiss. 22, 838, 1934) ware auch an das Auftreten der 
(+ )-2-Phosphoglycerinséure zu denken. 
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diese Verhaltnisse soll in einem weiteren Abschnitt dieser Arbeit noch 
naher eingegangen werden. 

3. Brenztraubensdure: Milchsdéurebildung. Das Verhalten der Milch- 
siurebildung durch PGS. hat ein erhebliches Interesse schon aus dem 
Grunde, weil nach der Embden- und Meyerhofschen Anschauung PGS. 
in gekoppelter Reaktion mit Glycerinphosphorsaure in Milchsaiure 
iibergefiihrt werden soll. Unter den von uns gewahlten Versuchs- 
bedingungen konnten wir in keinem Fall eine nennenswerte Milchsaure- 
bildung aus zugesetzter PGS. allein beobachten!, im Gegenteil, in der 
Mehrzahl unserer Versuche blieb die Milchséurebildung in den Versuchs- 
ansatzen hinter der in der Kontrolle beobachteten zuriick (siehe auch 
Tabellen I und IX). 

Wir sind aus diesem Grunde dazu tibergegangen, Versuche mit 
Zusatz von Glycerinphosphorsaéure anzustellen. Als Glycerinphosphor- 
sdure kam das synthetische Mercksche Natrium glycero-phosphoricum 
in Verwendung, das nach unseren Untersuchungen vorwiegend aus der 
«-Saure besteht. Die Untersuchung beschrankte sich auf Blut und 
Leber. Letztere wurde aus dem Grunde herangezogen, weil ihr Gehalt 
an Glycerinphosphorséure nach den Untersuchungen von Fiske und 
Subbarow (18) schon unter normalen Verhaltnissen als besonders hoch 
anzusehen ist. Fiir das Blut ergeben sich auch in dieser Versuchs- 
anordnung eindeutig negative Resultate. Wir konnten hier durch 
Zusatz von Glycerinphosphorsiure keine Mehrbildung an Milchsdure 
erzielen. 

Tabelle XIII. 





In den Ansatzen je 20 cem haimolysiertes Vollblut + 10 cem Zusatz. 
Zugesetzte Zugesetzte Brenz- 
Versuchs- | Versuchs- PGS. Glycerin- P-Ab- trauben- Milch- 
datum anordnung (als Ba-Salz phosphorsiure  spaltung saure siure * 
berechnet) (als Na-Salz) gefunden 
15. V. A. — 150 5,83 — — 0,67 
Bb. 200 ~- 5,83 23,12 — 0,54 
C. 209 150 6,78 23,58 0 
11. VI. A. 80 2,238 - 0,540 
B. 100 _ 3,615 17,47 — 
C. 100 80 5,744 20,81 — 0,270 


* Nach Abzug der im Leerversuch gebildeten Milchsdure. 


Zu positiven Ergebnissen fiihrten jedoch die Versuche mit 


Leberbrei. 


1 Nach unseren Erfahrungen wird die Milchséurebestimmung nach 
Friedemann und Kendall (9) weder durch PGS. noch durch Glycerin- 
phosphorséure gestért. Unsere Ausgangswerte stimmten fiir die Kon- 
trollen und Versuche innerhalb der Fehlergrenzen der Methode iiberein. 
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Tabelle XIV. 
In dem Versuch vom 29. Mai je 1,5 g, im Versuch vom 4. Juni je 2 g Leber- 
brei +- 10 cem Ringerlésung + 5ecem Zusatz. 





Zugesetzte | Zugesetzte | Brenz- 
3S. 


Versuchs- Versuchs- PC | Glyeerin- |  P-Ab- trauben- Milchsdure- 
datum anordnung (als Ba-Salz phosphorsitiure | spaltung siure bilde ali 
berechnet) | (als Na-Salz) | gefunden GENE 
29. V. A. — 80 2,139 - 0,282 
B. 100 80 2,325 9,39 8,71 
4. VI. A. _ 80 2,324 — | —0,18 
B. 100 80 2,531 6,30 2,567 


* Nach Abzug der im Leerversuch gebildeten Milchs&ure. 


Die Ergebnisse dieser Versuche miissen um so héher gewertet 
werden, als die Leber bekanntlich zu den Organen gehért, welche Milch- 
siure nur in beschrénktem MaBe zu bilden imstande sind. Die Milch- 
sdurebildung in den Kontrollen betragt fiir den Versuch vom 29. Mai 
0,45 mg, im Versuch vom 4. Juni 0,825 mg; um so beachtlicher sind die 
Ausschlage, die im Versuch vom 29. Mai fast das 20fache der in der 
Kontrolle gebildeten Milchsiuremenge betragen. Die Ergebnisse 
gerade dieser Versuche sprechen fiir die von Embden und Meyerhof 
vertretenen Anschauungen. Damit wollen wir jedoch nicht sagen, 
da wir dadurch unseren bisherigen Standpunkt vollkommen auf- 
gegeben hatten; auch durch diese Feststellungen bleibt eine ganze 
Reihe unserer seinerzeit erhobenen Bedenken gegeniiber dieser neuen 
Theorie der Glykolyse unberihrt. 

Auf eines soll hier nur noch kurz hingewiesen werden; das ist die 
Diskrepanz zwischen der Phosphorsdéureabspaltung einerseits und der 
gefundenen Brenztraubenséure andererseits. Rechnet man in dem Ver- 
such vom 29. Mai die Mehrbildung der Milchséure auf PGS. um, so er- 
gibt sich mit der der Brenztraubensadure entsprechenden Menge ein Umsatz 
von 38,04 mg Phosphoglycerinséure entsprechend 6,34 mg Phosphor, der 
eine Phosphorséureabspaltung von nur 2,33 mg gegeniibersteht. Weit 
iiber 50% der theoretisch abgespaltenen Phosphorséure miissen also 
hier in organische Bindung itibergefiihrt worden sein. 


III. Einflu8 von Cyanid, Bromessigsiure und Fluorid auf die Brenztrauben- 
siurebildung aus Phosphoglycerinsiure. 


Die beobachteten Veresterungsvorgange legten es nahe, den EinfluB 
verschiedener Hemmungskérper auf die Bildung der Brenztraubensaéure 
aus PGS. und die Phosphorséureabspaltung zu untersuchen. Unsere 
diesbeziiglichen Versuche wurden mit Muskelbrei und Muskelextrakt 
angestellt. Als Hemmungskérper kamen Bromessigséure, Natrium- 
fluorid und Natriumcyanid in einer jeweiligen Endkonzentration von 
m/100 bzw. m/200 in Verwendung. Bromessigséure und Cyanid beein- 
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flussen nun weder die Brenztraubensaurebildung noch in deutlichem 
Sinne die Phosphatabspaltung. Wir haben zwar in einzelnen Fallen 
mit Cyanid und Bromessigsdure héhere Ausbeuten an Brenztrauben- 
sdure erhalten, doch méchten wir auf diese Ergebnisse um so weniger 
Gewicht legen, als in anderen Versuchen die Verhiltnisse wieder um- 
vekehrt waren. 

Ganz anders verhalt sich das Natriumfluorid, das in den angewandten 
Konzentrationen sowohl die Brenztraubenséurebildung vollkommen 
hemmt als auch die Phosphatabspaltung auf ein Minimum herabsetzt. 
Insofern bilden unsere im Friihjahr ausgefiihrten Versuche eine Be- 
stitigung der jiingsten Ergebnisse von Lohmann und , Meyerhof (6), 
nach denen Fluorid die Umsetzung der Phosphoglycerinsaure in Phospho- 
brenztraubensdure und damit die Dephosphorylierung hemmt. Die 
Hemmungswirkung des Fluorids auf die Glykolyse ist somit auch nach 
unseren Ergebnissen prinzipiell anderer Natur als die der Brom- und 
Jodessigsaure. 

Tabelle XV. 


In dem Versuch vom 5. Mai je 10cem Muskelextrakt + 5cem Zusatz. 
In den iibrigen je 1 g Muskelbrei + 10 cem Zusatz. 





Milchs&ure- 
mehrbildung 


Brenztrauben- 
siurebildung 


Versuchs- 


Jers anc 4 
daton Versuchsanordnung 


P-Abspaltung 


Kontrolle 9,79 

Na-F luorid 0 

CH, BrCOOH 85 
1 


9, 
Kontrolle 4,79 
CH, BrCOOH 8,3 


Kontrolle ‘ 

Na-Cyanid 5,11 

Na-Fluorid 0 —— 

CH, BrCOOH 3,73 -— 

Kontrolle 3,42 0,31 

Na-Cyanid 5,62 0,40 
CH,BrCOOH 6,81 0,28 = 


Om> 


ORF OO > hp 


Bemerkenswert ist, daB auch in den Versuchen mit Bromessigsaure 
und Cyanid die Diskrepanz zwischen abgespaltener Phosphorsadure 
und gefundener Brenztraubensaéure, auf die wir mehrfach schon hin- 
gewiesen haben, bestehen bleibt. Die Veresterungsvorginge scheinen 
also durch Bromessigsiure und Cyanid in keiner Weise gehemmt zu 
werden. Vergleichende Untersuchungen dariiber, ob nicht gegeniiber 
den Normalansatzen eine qualitative Verschiebung in den gebildeten 
Phosphorsaéureestern durch die Hemmungskérper bewirkt wird, stehen 
aus. Auf eine solche Verschiebung wiirden Versuche hinweisen, die 
seinerzeit von dem einen von uns mit Braun (19) bei der Hemmung 
der Glykolyse des Blutes durch die Halogenfettsiéuren durchgefiihrt 
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wurden. Auffallend ist auch, daB in dem Versuch mit Bromessigsaure 
im Zusataversuch eine geringfiigige Milchséurebildung nachweisbar ist, 
waihrend der Kontrollversuch, wie zu erwarten, jegliche Milchsaure- 
bildung vermissen lieB. 


IV. Die Rolle des Co-Fermentsystems bei der Brenztraubensiurebildung. 

AnlaBlich unserer Bilanzversuche iiber Brenztraubenséurebildung 
und Phosphorsdureabspaltung haben wir bereits darauf hingewiesen, 
daB der Vorgang der Brenztraubensaéurebildung offenbar mit syntheti- 
schen Prozessen gekoppelt ist. Es war naheliegend, anzunehmen, dab 
in dieser Kette von Reaktionen dem Co-Fermentsystem eine wesentliche 
Bedeutung zukommt. Tatsachlich laBt sich zeigen, daB eine Zerstérung 
des Co-Fermentsystems, richtiger gesagt der Adenylsiurekomponente 
desselben, die Brenztraubenséurebildung vollkommen aufhebt, wahrend 
die Dephosphorylierung der PGS. nicht wesentlich gehemmt ist. Die 
Zerstorung der Adenylséiurekomponente wurde durch Alterung von 
Muskelextrakt und Bluthimolysat bei Brutschranktemperatur bewirkt. 


Tabelle XVI. 





Umgesetzte PGS, 


: gu- | ,Brenz- aus der — 
Versuchs- aaa, hie AO se cweeetyte | trauben-  P-Ab- — spaltung berechnet 
datum Versuchsanordnung ~~ | séure  spaltung ae 
via | gefunden absolut 
| mg . 
1S. iY. Gealtertes Himolysat \ 0% . 0 77 Kor 
; as 5, 2¢ 
40 cem + 10cem Zusatz | 195 . 4,96 29,76 15,08 
27. VI 10 ccm Muskelextrakt 
+5eem Zusatz 
A. frisch. . .. 81,08 11,82 | 0,04 0,60 1,93 
B. 2Std. gealtert 31,08 6 1,325 || 7,95 25,58 
OB 6 es 31,08 6 1,177 || 7,02 | 22,59 


Die Tatsache einer Dephosphorylierung der PGS. ohne entsprechendes 
Auftreten von Brenztraubensdure spricht eindeutig fiir unsere eingangs 
erwahnte Auffassung, daB der ProzeB der Brenztraubensdurebildung 
aus PGS. keine einfache Phosphatabspaltung ist, sondern ein Glied 
in einer gekoppelten Reaktionsfolge vorstellt, bei der die Adenylsdure- 
komponente des Co-Fermentsystems wesentlich beteiligt ist. Das laBt 
sich eindeutig in Versuchen zeigen, in denen zu durch Alterung inakti- 
vierten Extrakten Adenosintriphosphorséure bzw. Adenylsiure zu- 
gesetzt wird. 


Adenosintriphosphorsiure wurde als Natriumsalz —- aus dem nach 
Barrenscheen und Filz (20) hergestellten Silbersalz durch Umsetzung mit 
iiberschiissiger Kochsalzlésung erhalten — verwendet, die Adenylsaiure 


war nach einem noch unveréffentlichten Verfahren aus Herzmuskel dar- 
gestellt. (Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit dem Embdenschen 
Priparat: 196°.) 
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Tabelle XVII. 
Je 10cem Muskelextrakt + 5cem Zusatz mit jeweils 25 mg Phospho- 
glycerinsaure. 





Brenztraubensi&ure 
Versuchs- ‘ — 
datem Versuchsanordnung entspricht um- 


gesetzte PGS. 





gefunden 


28. VI. . Frischer Extrakt 8,21 17,35 


A 

B. Gealtert 6d 
C. Dasselbe + 15mg ATP. 1051 29.21 
D. Dasselbe + 10 mg Adenylsaure 10,34 21,85 


Die Aktivierung des Muskelextraktes gelingt in den von uns ge- 
wahlten Mengenverhaltnissen in gleicher Weise durch Adenosintri- 
phosphorséure und Adenylsiure, und kann, wie die obenstehenden 
Versuche zeigen, sogar die Wirkung des frischen Extraktes iibertreffen. 
Die Adenosintriphosphorsaure wird dabei in der Versuchszeit von 
3 Stunden restlos aufgespalten; es ]4Bt sich am SchluB des Versuchs 
kein leicht hydrolysierbarer Phosphor mehr nachweisen. Adenylsaure 
scheint hingegen das urspriinglich vorhandene Vermégen zur Synthese 
leicht und schwer hydrolysierbarer Ester vollkommen wieder herzu- 
stellen. Wir fanden in unseren Versuchen wiederholt, daB in den mit 
Adenylsaiure aktivierten Ansitzen mehr Phosphorsdure in organische 
Bindung iibergegangen war als in dem urspriinglichen Extrakt. 

Die hier festgestellte Rolle der Adenylsiure gab uns Veranlassung, 
auch bei Organen, bei denen wir bisher die Brenztraubenséurebildung 
vermiBten, den Einflu8 zugesetzter Adenylsdure zu priifen. Tatsachlich 
gelingt es bei Nierenbrei, bei dem ohne Zusatz jegliche Brenztrauben- 
siurebildung ausbleibt, eine nicht unerhebliche Brenztraubensaurebildung 
nach Zusatz von Adenylsdure zu erzielen. 


Tabelle XVIII. 





Je 2g Nierenbrei (Kaninchen) + 8cem Ringerlésung + 2¢cm Zusatz. 


} Z Brenz- Umgesetzte PGS. in 9/5 
¥ | trauben- Pp-Ab- 
siure spaltung aus P-Ab- aus Brenz- 
gefunden spaltung traubensdiure 





Versuchs- | Versuchsanordnung gesetzte 
datum | PGS 


| A. 0 0,367 13,59 0 
| B. +5mg Adenylsaure , 3,01 0,635 18,68 39,3 


Der Versuch zeigt einmal, da das mangelnde Brenztraubensaure- 
bildungsvermégen der Niere nicht, worauf schon hingewiesen wurde, 
auf eine ungeniigende Permeabilitat der Nierenzellen fiir das Substrat 
zurickzufiihren ist, sondern seine Ursache viel eher in einem Mangel 
baw. einem abnorm raschen Zerfall des Co-Ferments (Adenylsdure) hat. 
Der mitgeteilte Versuch zeigt itiberdies wieder in aller Deutlichkeit 
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das MifBverhaltnis zwischen abgespaltener Phosphorsiéure und ge- 
fundener Brenztraubensdure. Phosphorsdure und Brenztraubensaure 
stehen hier annéhernd im Verhaltnis wie 1:2. Da neben der Adeny]- 
siurekomponente auch die Magnesiwmionen fiir die Bildung der Brenz- 
traubenséure notwendig sind, haben Versuche mit Hamolysat von 
Blutkérperchen ergeben. Untersucht man Haémolysate, denen man die 
PGS. einmal als Magnesiumsalz, dann als Natrium- bzw. Kaliumsalz 
zusetzt, so findet man nur in den Ansatzen mit Magnesiumsalz Brenz- 
traubensiurebildung, wahrend in den Versuchen mit Natrium- bzw. 
Kaliumsalz, bei allerdings gegeniiber den Magnesiumansatzen herab- 
gesetzter Dephosphorylierung, die Brenztraubensiurebildung — voll- 
kommen ausbleibt. 
Tabelle XIX. 
Je 10cem Hamolysat + 5ccm Zusatz mit jeweils 36 mg PGS. 





Umgesetzte PGS. 





re Breuztrauben- 
— ——— - siure | P-Abspaltung aus aus Brenz- 
s gefunden P-Abspaltung  traubenséure 
berechnet berechnet 
28. IX. A. Mg-Salz 6,042 2,589 15,53 12,77 
B. Na: Salz _— 0,469 2,81 oe 
C. K-Salz — 0,322 1,93 —- 


Wir méchten diesen Mangel an Magnesiumionen vielleicht auch 
dafiir verantwortlich machen, daB in einer Reihe bisher untersuchter 
Blutarten die Brenztraubenséurebildung aus PGS. vermi®t wurde. 
Zu dieser Annahme berechtigt uns ein Versuch, den wir nach Abschlu8 
unserer Arbeit mit Riicksicht auf die von Schuchardt und Vercellone (5) 
erhaltenen negativen Ergebnisse mit Kaninchenblut angestellt haben. 
Wiahrend das aus gewaschenen Erythrocyten hergestellte Hamolysat 
mit dem Natrium bzw. Kaliumsalz der PGS. auch nicht die Spur 
Brenztraubensiurebildung ergab, erhielten wir von dem gleichen Blut 
(je 5eem Hamolysat + 5 ccm Zusatz) aus 10 mg PGS. 2,443 mg Brenz- 
traubensiure, das sind 51,6°% der theoretisch méglichen Menge. Ks 
wire wiinschenswert, daB auch die anderen negativen Ergebnisse an 
Blutarten mit Zusatz von Magnesiumionen nachgepriift wiirden. Fur 
nicht dialysierten Muskelextrakt ist es nach unseren Erfahrungen voll- 
kommen gleichgiiltig, ob man das Magnesium- oder ein anderes lésliches 
Salz der PGS. verwendet. Hier scheinen die vorhandenen Magnesium- 
ionen fiir die Aktivierung der Brenztraubensdurebildung vollkommen 
zu geniigen. DaB die Brenztraubensiurespaltung der PGS. als Glied 
in einer Reihe gekoppelter Oxydoreduktionen aufzufassen ist, 1aBt sich 
auch noch auf anderem Wege zeigen. Knochenphosphatase, dargestellt 
nach Martland und Robison (21), spaltet PGS. in der von uns gewahlten 
Versuchsanordnung (5 mg Phosphatase-Trockenpraparat auf 5 ccm 
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Reaktionsfliissigkeit, py 8,6, mit einem Gehalt von 1,336 mg PGS.- 
Phosphor) in 3 Stunden zu 56 bis 75%. Brenztraubensdure laBt sich 
dabei niemals nachweisen. Auch nicht, wenn man Adenylsaure oder 
Adenylsaiure in Kombination mit einem als Wasserstoff- bzw. Sauerstoff- 
Akzeptor geeigneten Intermediairprodukt des Kohlenhydratstoffwechsels 
(Hexosediphosphat, Dioxyaceton!, Glycerinaldehyd, Methylglyoxal, 
Acetaldehyd) oder Ascorbinséure zersetzt. Ebensowenig laBt sich 
bei Zusatz dieser Stoffe oder von Glucose eine Phosphorylierung nach- 
weisen. 


V. Die Aktivierung der Brenztraubensaurebildung durch Aminopurine 
und andere Oxydoreduktionssysteme. 

Fur die theoretische Beurteilung der Frage nach der Bedeutung 
der PGS. als Intermediirprodukt des Kohlenhydratstoffwechsels 
schien es uns wesentlich, zu untersuchen, ob die Brenztraubensiure- 
bildung in inaktivierten Extrakten ausschlieBlich durch das fiir die 
Milchséurebildung notwendige Co-Fermentsystem (Adenylsiure bzw. 
Adenosintriphosphorséure und Magnesiumionen) aktiviert werden kann. 
Diesbeziigliche Untersuchungen liegen in der jiingst von Lohmann 
und Meyerhof (6) erschienenen Arbeit vor, die uns erst nach AbschluB 
unserer eigenen Untersuchungen zur Kenntnis kam. Nach Lohmann 
und Meyerhof wird in inaktiviertem Muskelextrakt die Brenztrauben- 
siureabspaltung der PGS. bei Gegenwart von Magnesiumionen nur 
durch Adenosintriphosphorsaéure, in schwacherem MaBe durch Adenyl- 
siure und ganz geringfiigig durch die ,,[Inosinpyrophosphorsaure* 
Lohmanns aktiviert. Unsere eigenen Versuche hatten in der von uns 
gewahlten Versuchsanordnung allerdings keinen Unterschied zwischen 
der Adenosintriphosphorsiure aus quergestreifter Muskulatur und der 
Adenylséure aus Herzmuskel ergeben. Wir sind aber auch bei der 
Untersuchung der Aminopurine zu abweichenden Resultaten gekommen. 
Untersucht man inaktive Muskelextrakte (Kaninchen, Meerschweinchen) 
— die Inaktivierung erfolgte durch zwei- bis dreistiindige Inkubation 
der Extrakte im Brutschrank bei 37° —, so laBt sich regelmaBig zeigen, 
daB auch Adenosin (Praparat der B.D. H.) die Brenztraubensaure- 
abspaltung zu aktivieren vermag. 

Die Aktivierung durch Adenosin betragt in diesem Versuch rund 
88 % der urspriinglichen Brenztraubensdurebildung, in anderen Ver- 
suchen haben wir derartige Aktivierungen in einem Umfang von rund 
93 und 106% gegeniiber den frischen Extrakten gesehen. Wie der 
Versuch tibrigens, ebenfalls im Gegensatz zu den Befunden Lohmanns 


1 Fiir die Uberlassung eines Praparates von reinem Dioxyaceton sind 
wir den Herren von der I.-G. Farbenindustrie zu Dank verpflichtet. 
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Tabelle XX. 
Je 10 ccm Muskelextrakt -++- 5cem Zusatz mit jeweils 25,88 mg PGS. 








Brenz- Umgesetzte PGS * 
Versuchs- r : . trauben- P-Ab- 
aeons Versuchsanordnung pean spaitung | absolut | 7d 
gefunden mg } '0 
3. VII. A. Frischer Extrakt | 8,37 0,658 17,69 | 68,35 
B. Inaktivierter Extrakt 6 2,185 0 0 


C. Dasselbe + 10mg Adenylsiure! 9,355 4,206 19,76 | 76,35 
De hs + 5, ATP. | 9,855 7,576 19,76 76,35 
EK. " +10, Adenin 6 3,376 0 0 

F. s +10, Adenosin | 7,885 | 4,406 15,61 60,32 


* Aus der Brenztraubenséure berechnet. 


und Meyerho/s, zeigt, wird auch in dem gealterten Extrakt eine betracht- 
liche Dephosphorylierung der PGS. ohne Brenztraubensiurebildung 
beobachtet. Bemerkenswert ist tibrigens auch, daB die Aktivierung 
durch Adenosintriphosphorséure und Adenylsdure, die vollkommen 
gleich ist, die Brenztraubensaurebildung im frischen Extrakt tbertrifft. 


Untersuchungen der anderen Aminopurine: Adenin, Guanin und 
Guanylsdure (Priparat aus Hefenucleinsiure, dargestellt nach der 
Natriumacetatmethode von Dr. Leipert) ergaben fiir Adenin unter einer 
Reihe von Versuchen ein einziges positives Resultat; ebenso fanden wir 
einmal bei Guanylsdure eine geringfiigige Aktivierung. Mit Riicksicht 
darauf, daB sich diese Befunde, im Gegensatz zu der regelmaBig beob- 
achteten Aktivierung durch Adenosin, nicht reproduzieren lieBen, 
halten wir uns nicht fiir berechtigt, daraus irgendwelche Schliisse zu 
ziehen, sondern méchten diese vereinzelt beobachteten positiven Er- 
gebnisse eher als Zufallsresultate auffassen. 


Theoretische Vorstellungen tiber den Mechanismus der Co-Ferment- 
wirkung veranlaBten uns nun, auch eine Reihe von Stoffen, die durch 
ihre Konstitution bzw. ihre Fahigkeit einer chinoiden Umlagerung als 
Katalysatoren von Oxydoreduktionsprozessen in Frage kommen konnten, 
auf ihre Fahigkeit zur Aktivierung der Brenztraubensdurebildung 
hin zu prifen. Zur Untersuchung gelangte einmal ein kristallisiertes 
Praparat von Ascorbinsdure, fiir dessen Uberlassung wir Herrn Prof. 
A. v. Szent-Gyérgyi unseren verbindlichen Dank aussprechen, ferner 
synthetisches Adrenalin! und schlieBlich von kérperfremden Substanzen 
das p-Phenylendiamin, dessen Einwirkung auf die Atmungsvorgange 
durch die Untersuchungen von Batelli und Stern (22) bekannt ist. 
Wahrend die Ascorbinséure in simtlichen Versuchen ein vollkommen 


1 Herrn Dr. Ehrlich von der ,,Syngala‘ sind wir fiir die kostenlose 
Uberlassung des Praparates zu Dank verpflichtet. 
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negatives Resultat ergab, zeigten sowohl Adrenalin wie auch p-Phenylen- 
diamin eine, wohl hinter der Adenylsdure zuriickstehende, immerhin 
aber deutliche Wirkung. 

Tabelle XXI. 


Je 10ccm Muskelextrakt + 5cem Zusatz mit jeweils 26mg PGS. 








Brenz- Umgesetzte PGS. * 
, : ial trauben- = p-Ab- | ————_—— 
bi eg Versuchsanordnung pata ees abenies 
gefunden mg 0 
28.1X. <A. Frischer Extrakt 10,44 2,75 22,07 84,88 
B. Inaktivierter Extrakt 6 1,25 0 0 
C. Dasselbe + 10mg Adenylsiure 11,36 2,05 24,01 92,35 
D. a +10. Adrenalin 3,08 1,27 6,52 25,08 
E. = +10 , p-Phenylen- 2,63 1,07 5,55 21,25 
diamin 


* Aus der Brenztraubensiure berechnet. 


Diese aktivierende Eigenschaft des Adrenalins und p-Phenylen- 
diamins ]4Bt sich auch dort nachweisen, wo die Inaktivierung des 
Extraktes nicht vollstandig gelungen ist und ein gegeniiber dem frischen 
Extrakt auf tiber die Halfte geschwachtes Bildungsvermégen fiir 
Brenztraubensaure zuriickgeblieben ist. Wir haben in derartigen Fallen 
gegentiber dem geschwachten Extrakt eine Steigerung der Brenztrauben- 
siurebildung durch Adrenalin um rund 46%, durch p-Phenylendiamin 
um 24°, beobachten kénnen; das sind Ausschlage, die sicher auBerhalb 
der Fehlergrenze liegen und eindeutig fiir diese Fahigkeit des Adrenalins 
und p-Phenylendiamins sprechen. 

Ob in der von uns beobachteten Aktivierung der Brenztrauben 
siurebildung durch das Adrenalin eine dem Adrenalin auch unter 
physiologischen Bedingungen zufallende Rolle im Zellgeschehen auf- 
gedeckt ist, wollen wir dahingestellt sein lassen. Immerhin ist es in- 
teressant, dai Adrenalin auch im intermediaren Kohlenhydratstoff- 
wechsel eine ahnliche Rolle als Katalysator von Oxydoreduktions- 
prozessen iibernehmen kann, wie sie im Modellversuch fiir den Abbau 
der Aminosdéuren durch die Untersuchungen von Ldlbacher (23) und 
Kisch (24) festgestellt wurde. Die mit Adrenalin und p-Phenylendiamin 
erhaltenen positiven Ergebnisse veranlaBten uns, auch eine Reihe von 
mutmaBlichen Intermediirprodukten des Kohlenhydratstoffwechsels 
in dieser Hinsicht zu priifen. Zur Verwendung kamen Hexosediphosphat, 
Dioxyaceton und Methylglyoxal. Keines dieser Intermediirprodukte 
vermag eine nennenswerte Aktivierung der Brenztraubensdurebildung 
zu bewirken. Im Gegenteil, es zeigt sich, daB in durch Inkubation 
nur geschwachten Extrakten die Brenztraubenséurebildung durch 
Hexosediphosphat und Dioxyaceton deutlich gehemmt wird. Merk- 
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wirdigerweise finden wir in solchen Extrakten mit synthetischem 
Glycerinaldehyd, dargestellt nach Neuberg und Wohl (25), eine deutliche 
Forderung, die gegeniiber dem geschwachten Extrakt rund 61 % betragt, 
gegeniiber einer Férderung durch Adenylsiure um 123 %, und einer 
Steigerung durch p-Phenylendiamin um 45 °%. 


Zusammenfassung. 

1. Natiirliche ]-Phosphoglycerinséure (PGS.) wird, ebenso wie die 
synthetische PGS. durch intaktes Blut nicht umgesetzt. Wohl aber 
gelingt der Nachweis der Brenztraubensaurebildung in durch Einfrieren 
gewonnenen Hamolysaten von Vollblut und gewaschenen Erythrocyten. 
Die Ursache fiir das Versaggn des intakten Blutes ist in einer mangelnden 
Permeabilitét der Erythrocyten fiir das Substrat zu suchen. 

2. Natiirliche 1-PGS. wird durch Muskelbrei und Muskelextrakt 
rascher — oft bis zu 100% — in Brenztraubensaure iibergefiihrt als 
das racemische Praparat. 

3. Auch mit Leberbrei laBt sich — allerdings nicht so regelmaBig — 
eine betrachtliche Brenztraubensaéurebildung erhalten. Dagegen ist 
es nicht gelungen, mit Nierenbrei zu positiven Ergebnissen zu gelangen. 
Eine ungeniigende Permeabilitaét der Nierenzelle kann, wie die Ver 
folgung der Dephosphorylierung ergibt, nicht die Ursache fiir dieses 
Versagen des Nierengewebes sein. 

4. Das Brenztraubensiurebildungsvermégen von Blut und Mus- 
kulatur ist durch ein weites py-Bereich ziemlich konstant. Ein un- 
deutliches Maximum ergibt sich um py 6,68. Im starker sauren Bereich 
und im starker alkalischen Bereich ist die Phosphatabspaltung und die 
Brenztraubensaiurebildung deutlich gehemmt. 

5. Bilanzversuche tiber die Phosphorséureabspaltung und die 
Brenztraubenséurebildung ergeben in der Mehrzahl der Versuche, 
daB mehr Brenztraubensiure gefunden wird als der abgespaltenen 
Menge anorganischer Phosphorsaéure entspricht. Die fehlende Phosphor- 
siure findet sich nach den Ergebnissen von Hydrolysenversuchen 
nach Lohmann zum Teil in der Fraktion der leicht hydrolysierbaren 
Ester, zum Teil liegt sie in Form schwer hydrolysierbarer Ester vor. 

6. PGS. allein bedingt keine Mehrbildung von Milchsaure, vielmehr 
wird die Milchséiurebildung durch den Umsatz der PGS. deutlich 
gehemmt. In Kombination mit synthetischer «-Glycerinphosphorsaure 
konnte nur mit Leberbrei eine erhebliche Steigerung der Milchsaure- 
bildung erhalten werden. 

7. Bromessigsiure und Cyanid hemmen weder die Dephosphory- 
lierung der PGS. noch die Brenztraubensaurebildung. Fluorid unter- 
driickt vollkommen die Dephosphorylierung und damit die Brenz- 
traubensaurebildung. 
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8. In durch Alterung inaktivierten Hamolysaten und Muskel- 
extrakten bleibt, trotz erhaltener Dephosphorylierung der PGS., die 
Brenztraubenséurebildung aus. 

9. Die Fahigkeit zur Brenztraubenséurebildung wird in inaktiven 
Extrakten durch Adenosintriphosphorsiure und Muskeladenylsaure 
in gleichem MaBe wiederhergestellt. Auch bei der Niere laBt sich durch 
Adenylsaurezusatz eine nicht unerhebliche Brenztraubensaéurebildung 
erzielen. 

10. Neben Adenylsaéure ist auch die Gegenwart von Magnesium- 
ionen fiir die Bildung von Brenztraubensdure unerlaéBlich. Zur Brenz- 
traubensaéurebildung ist somit das ganze Co-Fermentsystem ndotig. 

1]. Knochenphosphatase, welche PGS. in betrachtlichem Ausmab 
dephosphoryliert, bildet weder fiir sich noch in Kombination mit Adenyl- 
sdiure und einem als Wasserstoffakzeptor geeigneten Intermediarprodukt 
des Kohlenhydratstoffwechsels Brenztraubensiure. Veresterung von 
Phosphorsaure lieB sich in derartigen Versuchen nicht nachweisen. 

12. AuBer Adenosintriphosphorséure und Adenylsiure vermag 
von Aminopurinen noch Adenosin, die Fahigkeit der Brenztraubensaure- 
bildung in inaktiven Muskelextrakten wiederherzustellen. Von anderen 
Substanzen erwiesen sich nur noch Adrenalin und p-Phenylendiamin 
als Aktivatoren der Brenztraubensdurebildung. 
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Uber die Spaltung des Eieralbumins mit verschiedenen 
Mineralsauren und Alkalien im Autoklaven. 


Von 
W. S. Ssadikow, W. A. Wadowa und R. G. Kristallinskaya. 


(Aus dem Laboratorium fiir EiweiBchemie des Instituts fiir Nahrungsmittel- 
Industrie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 12. Dezember 1934.) 


Bei der sogenannten katalytischen Spaltung! von Eiwei®stoffen 
werden verdiinnte Mineralsiuren bei 180° angewendet, wobei nicht 
Aminosauren, sondern verschiedene Cyklopeptide als Spaltprodukte 
erhalten werden?. Es blieb dabei ungeklirt, ob die Natur der ange- 
wendeten Mineralsiure, ihre Konzentration und Einwirkungsdauer 
einen EinfluB auf die Ausbeute an Cyklopeptiden ausiiben. Zur 
Aufklirung dieser Momente wurden Versuche iiber das Verhalten 
des Eieralbumins schwachen Mineralsiuren gegeniiber bei 180° 
angestellt und dabei auch die Stickstoffverteilung in den Spalt- 
produkten untersucht. 


Die Vorbereitung des Eieralbumins. 


Frisch gewonnenes Eiklar wurde mit 3 Volumen Athylalkohol versetzt, 
abfiltriert und das Koagulum bei 45 bis 60° in diinner Schicht getrocknet, 
fein zerrieben und gesiebt. Das feine Pulver wurde mit Ather, Chloroform, 
Aceton und Methanol im Soxhlet erschépfend extrahiert. Mit Hilfe dieser 
Lésungsmittel wurden Beimengungen beseitigt. Ather extrahiert etwa 
0,25 bis 0,35% der Trockensubstanz, Chloroform 0,13 bis 0,18%, Aceton 
0,35, bis 0,44% und Methanol 2,23 bis 2,27 %. 


Die Analyse des Eieralbumins. 


Nach der Extraktion zeigt das Eieralbumin einen Gehalt an Wasser 
von 12,1%, an Asche von 2.43% (statt 3,48% vor der Behandlung) und 
an Gesamtstickstoff von 13,25% (statt 12,759). Auf asche-, wasser- 
und fett-freie Substanz berechnet enthalt das Eieralbumin 14,72% 
Stickstoff. 


! Wie unsere spiteren Untersuchungen gezeigt haben, ist die Spaltung 
der Eiwei8stoffe mit Sauren im Autoklaven kein rein katalytischer Vorgang, 
denn die angewendete Saéurekonzentration bleibt im Verlauf der Spaltung 
nicht erhalten, da sie sich entweder durch Bindung von Saure an die sich 
bildenden Amine und an Ammoniak oder durch die Entstehung organischer 
Sauren verindert. — ? Ssadikow u. Zelinsky, diese Zeitschr. 136, 241, 1922; 
179, 326, 1926. 
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Die Analyse der Stickstoffverteilung nach dem van Slyke-Cavetteschen 
Verfahren auf Gesamtstickstoff als 100 bezogen ergab folgende Werte: 


Amidstickstoff. ........ 6. 10,75% 
Huminstickstoff .......... 0,26% 
Dicarbonsaéurenstickstoff ..... . 3,15% 
Monoaminosiurenstickstoff . . . . . 50,00% 
Diaminosadurenstickstoff. . . . . . . 22,63% 


~ 


Der Cystingehalt des Eieralbumins betrug 0,77 °%, der Histidingehalt 
1,22% und der Arginingehalt 2,8 %. 


Die Versuchsanordnung. 


Die Spaltung wurde im Pfungstschen Autoklaven ausgefiihrt. 
Etwa 20g Albumin wurden mit 100 ccm einer wasserigen Saurelésung 
innig vermischt und ‘in einem Glasrohr im Autoklaven eingeschraubt. 
Der Autoklav wurde im Olbad auf 190 bis 200° erwarmt, eine bestimmte 
Zeit bei 180° gehalten und schlieBlich auBerhalb des Olbades bei Zimmer- 
temperatur erkalten gelassen. 

In dem erhaltenen Produkt kénnen zwei Phasen unterschieden 
werden: eine feste und eine fliissige (die Gasphase wurde vorlaufig 
auBer acht gelassen). Die fliissige wurde abgetrennt und auf ein be- 
stimmtes Volumen verdiinnt. Die Reaktion wurde mit Lackmus 
geprift. In einigen Fallen, z. B. bei HNOs,, erwies sich das Hydrolysat 
alkalisch, in anderen Fallen war die Saéure auf die Halfte und mehr 
vermindert. Ein Teil des Hydrolysats wurde auf Aminostickstoff und 
Gesamtstickstoff untersucht. Der Hauptteil des Hydrolysats wurde 
mit verschiedenen Mitteln in speziellen Extraktionsapparaten bis zur 
villigen Erschépfung behandelt, was etwa 12 bis 60 Stunden fiir eine 
Menge von 400 bis 500 ccm Fliissigkeit erforderte. Als Extraktions- 
fliissigkeiten wurden Ather, Chloroform und Amylalkohol, eventuell 
Butanol verwendet. 

Jeder Extraktionsversuch wurde zuerst mit einem angesiuerten 
Hydrolysat ausgefiihrt und sodann mit einem mit Alkali versetzten 
Produkt wiederholt. Von allen Ausziigen wurde der Gehalt an Gesamt- 
und NH,-Stickstoff ermittelt. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche wurden mit 2- und 4%iger H,SO,, mit 2°%iger HCl, 
mit 2%iger H,PO, und mit 2%iger HNO, ausgefiihrt; es wurden auch 
2%ige Na,CO,-Lésung und 0,1 %ige Natronlauge gepriift. Die Zeitdauer 
betrug 3 und 6 Stunden; die Temperatur 180°. Die Dauer des Erwirmens 
bis auf 180° und diejenige des Erkaltens von 180° bis zur Zimmertemperatur 
wurde vorlaufig nicht beriicksichtigt. 


Aus Tabelle I kann man ersehen, daB 1. bei Erhéhung der Saure- 
konzentration von 2 auf 4°, die Menge der festen Phase sich von etwa 
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17,9 auf 10,2° vermindert, wohl eine Folge davon, daB das Eiweib 
von der Saure in gréBerem Umfange angegriffen wird. Hiermit stimmt 
auch die Zunahme des Aminostickstoffs in der fliissigen Phase iiberein. 
Mannigfache Schwankungen von analogen Werten bei anscheinend 
gleichen Versuchsbedingungen belehren uns aber, daB wir noch nicht 
alle Faktoren des Versuchs kennen und daher auch nicht beherrschen 
kénnen. 2. Was die Zeitdauer betrifft, so kann man bei gleicher Saure- 
konzentration sowohl beziiglich der festen Phase als auch in bezug 
auf den Aminostickstoff keinen Unterschied zwischen drei- und sechs- 
stiindiger Behandlung beobachten. 3. Bei gleicher Konzentration 
2%) wirken die verschiedenen Sauren (H,SO,, HCl, H,P0O,, HNO,) 
ahnlich, und man kann keine selektive Wirkung irgendeiner Saure 
wahrnehmen; in allen Fallen sind aber gréBere Schwankungen vor- 
handen, welche wohl durch Versuchsfehler bedingt sind. 4. Bei An- 
wendung kohlensaurer oder atzender Alkalien liegt das Trockengewicht der 
festen Phase unter 10 °% und sogar unter 5 °% des angewendeten Albumins, 
der Aminostickstoff ist aber bei Verwendung von Natronlauge stark 
angestiegen, und zwar bis auf 30,35°%. In dieser Hinsicht verhalt sich 
0,1 %ige Natronlauge wie 2°%ige H,PO,. Dagegen zeigen die kohlen- 
sauren Alkalien die bemerkenswerte Erscheinung eines sehr kleinen 
Aminostickstoffindexes, was auf die besondere Spaltungsweise des 
Albumins durch Sodalésung deutet. 


Extraktionsfraktionierung des Autoklaven-Hydrolysates. 


Wie schon oben erwihnt, kann das Hydrolysat durch erschépfende 
Behandlung mit Ather, Chloroform und Butanol von Cyklopeptiden befreit 
werden und die einzelnen Fraktionen kénnen zur naiheren Kennzeichnung 
der hydrolysierenden Agenzien benutzt werden. In der Tabelle II sind vier 
Falle wiedergegeben, nimlich die Erhitzung mit 2%iger H,SO,, 2 %iger 
HCl, 2%iger H,PO, und 2%iger Na,CO, bei sechsstiindiger Behandlung 
im Autoklaven. Der Trockenriickstand simtlicher Ausziige ist auf trockenes, 
aschefreies Albumin bezogen. Der Stickstoffgehalt und der Aminostickstoff 
sind in Prozenten des Gesamtstickstoffs des Albumins berechnet. 

Aus Tabelle I! kann man folgendes entnehmen: 1. Der Trocken- 
ruckstand des atherischen Auszuges aus einer sauren Lésung ist bei 
H,S 0, und Na, CO, etwas gréBer als bei HCl und Hg PO, (6,38 und 5,37 %, 
gegen 4,58 und 4,08%). Der Chloroformauszug ist bei H,SO, am 
gréBten, 632%, und bei Na,CO, am kleinsten mit 3,027%. Die 
Gesamtausbeute an Cyklopeptiden betragt in Ather- und Chloroform- 
Ausziigen bei H,SO, 12,7%, bei HCl 9,16%, bei H,PO, 7,44%, bei 
Na, CO, 8,39%. Aminostickstoff, gepriift nach dem van Slykeschen 
Verfahren, fehlte in allen Ausziigen gianzlich, was auch auf die An- 
wesenheit von Cyklopeptiden deutet. 


Die Ausbeute in den Ausziigen aus alkalischen Fliissigkeiten war 
so gering, daB sie nicht in Betracht gezogen werden konnte. 
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Sehr gehaltreiche Ausziige gab die Behandlung des Hydrolysats 
mit Butanol im Vakuum nach dem Dakinschen Verfahren; jedoch 
waren diese Ausziige reich an Aminostickstoff und nahmen auBerdem 
viel Wasser und die begleitenden Aminoséuren auf. Daher sind die 
hohen Ausbeuten bei Butanolausziigen nicht maBgebend. Weiterhin 
wurde Butanol durch Amylalkohol (Pentanol) ersetzt. 

In Tabelle III sind die Ergebnisse mit Butyl- und Amylalkohol 
gegeniibergestellt. Hier ist es auffallend, daB das H,PO,-Hydrolysat 
im Butanol nur 14% Trockenriickstand abgibt und besonders reich an 
Aminostickstoff ist (8,06%), wahrend H,SO,-Hydrolysate etwa 43 %, 
Trockenriickstand und etwa 5% Aminostickstoff enthalten. Amyl- 
alkoholausziige von H,SO,- und HCl-Hydrolysaten sind weniger 
gehaltreich und enthalten wenig Aminostickstoff (héchstens 1,5%, 
eine Ausnahme bildet das H,PO,-Hydrolysat, welches dreimal mehr 
Aminostickstoff aufweist (4,76 %). 


Tabelle II. Butyl- und Amylalkoholextraktionen des 








Hydrolysats. 
Butylalkohol Amylalkohol 
pA Pe Trocken- Stickstoff Amino- | Trocken- Stickstoff  Amino- 
Art des Versuchs =| riick- in % —— stickstoff riick- in Jo stickstoff 
stand bez. zum in %p bez. | Stand bez. zum__ in 9/9 bez. 
0! EKiweiB zum Kiweif OJ Eiweif zum Kiweib 
2% ige HySO,4, 6Std. 42,7 31,9 4,97 7,66 5,93 0,71 
oo go 43,07 = 31,0 4,63 11,81 6,49 1,48 
2% , HNO, 6 , — _ _ 8,63 5,47 1,02 
a% 4 BePOG8 -, 14,0 12,15 8,06 12,0 9,71 4,76 
0.1%, NeOH6, > — _ _ 912 9,05 0,47 


In Tabelle IV sind einige Daten angefiihrt, die die Verteilung des 
Stickstoffs in Hydrolysaten und Extrakten anzeigen. 


Tabelle IV. Stickstoffverteilung inHydrolysaten und Extrakten. 





Stickstoff- 


Stickstoff- 


Amino- 


In 


0- stiake P fw aktea 
7 sfepelt des. | sticustom- | gehalt” “Segmatr” "aura 
Art des Versuchs in 0, des | ,fehalt des nach der nach der gehaltener 
RiweiB- Hydrolysats| Extraktion —_pxtraktion Stickstoff 
stickstoffs Jo fp OF, % 
2°, ige H)SO,, 6Std. 86,40 22.52 69,49 21,77 16,91 
es ee 93,50 26,01 71,40 26,0 22.10 
2% . HNOs, 6 , 91,0 21.50 72,65 19,54 18,35 
2% , HPO, 6 , 89,80 31,0 72.87 24,32 16,93 
0,1°., NaOH, 6 , 93,80 28,5 70,37 26,96 23,48 


Von der Gesamtmenge des Stickstoffs im Albumin (100%) gehen 
in die fliissige Phase nur 86,4°% (2% H,SO,, 6 Stunden) bis 93,8% 
In den erhaltenen Hydrolysaten is 


(0,1°% NaOH, 6 Stunden) iiber. 
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Aminostickstoff in einer Menge von 21,5% (2% HNO, 6 Stunden) 
bis 31,0% (2% H,PO,, 6 Stunden) vorhanden. Nach erschépfender 
Extraktion der Hydrolysate mit Ather, Chloroform und Amylalkohol 
enthalten sie um 16,9 bis 23,1 °% weniger Stickstoff, wahrend der Amino- 
stickstoffgehalt nur wenig gesunken ist. Die fehlende Stickstoffmenge 
wird in den Ausziigen zuriickgehalten und soll teilweise den Aminen 
und hauptsichlich den Cyklopeptiden angehéren. Um diese Annahme 
zu prifen, haben wir die Ather- und Chloroformausziige einer nach- 
traglichen mehr oder weniger lang dauernden gew6hnlichen Hydrolyse 
unterworfen und auf Aminostickstoff untersucht. Es hat sich heraus- 
gestellt, daB nach 36- bis 72stiindigem Kochen mit konzentrierter HCl 
(1,19) sich nur bis 60°% des gesamten Stickstoffs des Atherauszuges 
in Aminostickstoff verwandeln; der gréBte Teil der Substanz wird nicht 
in Aminosaéuren zerlegt, sondern bleibt resistent und bewahrt seinen 
Stickstoff in einer nicht peptidischen Bindung. 

Dieselbe Erscheinung wird auch bei den Chloroformextrakten 
wahrgenommen. Wir vermuten daher im Eiwei8molekiil nicht nur 
das teilweise Vorkommen von Dioxopiperazinringen, sondern wir 
schlieBen auch noch auf die Anwesenheit heterocyclischer Strukturen, 
die gegen hydrolytische Angriffe besonders widerstandsfahig sind und 
unter den Bedingungen unseres Versuchs keine «-Aminosiuren liefern. 
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Die Beziehungen zwischen den Widmarkschen Faktoren ,f* und 
»? beim Kaninchen und der Wirkung des Alkohols auf seine 
eigene Oxydation im Kérper, sowie der Vergleich zwischen 
Blutalkoholkurve und Blutzuckerkurve. 
Von 
Hans Heinrich Meyer. 


(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 16. Dezember 1934.) 


Um die aus dem Bickelschen Laboratorium von Kanai (1) ver- 
6ffentlichten Versuche am Kaninchen, der bei kleiner Alkoholdosierung 
eine Senkung und bei groBer eine Erhéhung der Blutzuckerkurve 
gefunden hatte, zu erginzen, wurde der Blutalkohol am Kaninchen 
bei den gleichen Alkoholdosen bestimmt, wie sie Kanai verwandt hatte. 
Zu verschiedenen Zeiten und zwar an bestimmten Zeitpunkten der 
Kanaischen Blutzuckerkurven wurde das Blut dem Tier entnommen. 
Auf diesem Wege sollte ein tieferer Einblick in das Stoffwechselgeschehen 
des Kérpers bei Alkoholzufuhr gewonnen werden. Zur Erklarung des 
Verlaufs der Blutalkoholkurven und der ihn bedingenden Faktoren 
benutzten wir die Berechnung der GréBen f und r nach Widmark (2). 
p ist der Konzentrationsabfall des Alkohols im Blute wahrend der 
postresorptiven Periode. Seine Berechnung geschieht nach der Formel 
§ == itt a r ist das Verhaltnis der mittleren Alkoholkonzen- 
(Lt? — ne 
tration des Kérpers zu der mittleren Alkoholkonzentration des Blutes. 
In bezug auf Einzelheiten und genauere Begriindung der Berechnungs- 
weise wird auf das zusammenfassende Werk von Widmark und auf die 
Darstellung von Jungmichel (3) verwiesen. Hier sei nur erwahnt, 
daB 6 und r nach Widmark bei derselben Person konstant sind. r ist 
allerdings vom Gewicht insofern abhangig, als es bei steigendem Gewicht 
fallt und bei fallendem Gewicht steigt. Sonst aber sind # und 7 nach 
Widmark konstitutionsgebunden. Nach Jungmichel dagegen sind f und r 
auch bei derselben Person inkonstant. Nach diesem Autor steigt durch 
haufigen AlkoholgenuB, gesundes Befinden wie auch durch kérperliche 
Arbeit die Alkohclverbrennung im Kérper und damit £, wahrend bei 
Abstinenz und kérperlichem Unwohlsein # fallt. Nach Jungmichel 
ist auch im Gegensatz zu Widmark r nicht nur vom Gewicht, sondern 
auch von dem ,,kérperlichen und seelischen Gesamtzustand“‘ abhangig. 
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A. Die Blutalkoholkurve. 

Meine Versuche wurden an zwei mannlichen Kaninchen angestellt. 
Zur Kontrolle der Werte von f und r sind in der beigefiigten Tabelle 
auch die Werte fiir cy und bg, enthalten, iiber die sich alles Wissenswerte 
bei Widmark findet. 

Versuchstechmk. 

Zu den Versuchen wurden zwei kraftige mannliche Kaninchen ver- 
wendet. Pro kg wurde 1,5 oder 3 oder 5 cem absoluter Alkohol in 50 cem 
Wasser, wie in den Versuchen von Kanai, gegeben. Der Alkohol wurde 
den 24 Stunden niichternen Tieren durch die Sonde in den Magen ein- 
gegossen. Der Abstand der Versuche betrug 3 bis 7 Tage. Der Alkohol ist 
aus dem Blute nach der chemischen Mikromethode von Widmark bestimmt 
worden. Das Blut wurde allerdings nicht gewogen, sondern mit der Pipette 
abgemessen. Der Niichternwert der Tiere war immer negativ. Zur Sicher- 
heit machten wir jede Bestimmung zweimal. Die zusammengehérigen 
Titrationswerte wichen kaum voneinander ab. Der Blindwert wurde un- 
mittelbar vor jeder Titration bestimmt. Der Gesundheitszustand der Tiere 
war wahrend der Versuche nicht beeintrachtigt. 

Uber den Faktor f ist folgendes zu sagen. Bei meinen beiden 
Kaninchen war er nicht konstant im Unterschied zu den Versuchen am 
Menschen von Widmark, der, wie schon erwahnt, den Faktor / als 
konstitutionsgebunden betrachtet. 

Kaninchen Nr. 1. Der £-Wert des Versuchs 1 ist unter denen der 
Versuche | bis 3 der gréBte und gréBer als der $-Wert im Versuch 2, in 
dem mehr Alkohol (3 cem) als im Versuch | gegeben wurde. Die Gewichts- 
senkung von 50 g zwischen dem Versuch | und 2 kann kaum ein so starkes 
Sinken von / verursachen; offenbar liegt die oxydationshemmende Wirkung 
groBerer Alkoholmengen auf den Alkohol selbst vor, auf die Kanai hin- 
gewiesen hatte. Der /-Wert im Versuch 8, in dem eine noch gréBere Alkohol- 
menge (5cem) als im Versuch 2 gegeben wurde, ist aber héher als der 
f-Wert im Versuch 2. Der Abstand zwischen Versuch | und 2 betragt 
3 Tage, zwischen Versuch 2 und 3 aber nur 2 Tage. Es ist bei dieser raschen 
Aufeinanderfolge des Versuchs offenbar Gewéhnung an Alkohol eingetreten. 
Deshalb wird die an und fiir sich gréBere Alkoholmenge von 5 ccm pro kg 
im Versuch 3 schneller verbrannt, als die von 3 ecem pro kg im Versuch 2. 
Der starke Gewichtsverlust von 240 g bei Versuch 3 gegeniiber dem Gewicht 
beim Versuchsbeginn bewirkt auf der anderen Seite eine Verkleinerung 
von /, wie ferner auch die oxydationshemmende Wirkung gr6éBerer Alkohol- 
dosen. So liegt / unter dem Anfangswert. Fiir diese Auffassung spricht 
auch der Vergleich der dazu gehérigen Werte von bg/p (vgl. Tabelle II). 

Zwischen dem dritten und vierten Versuch wurde eine Pause von 
7 Tagen eingeschoben, um Gewoéhnung zu vermeiden. Der vierte /}-Wert 
betragt 0,00267 gegeniiber dem /-Wert von 0,00367 des ersten Versuchs. 
Das um 100 kleinere # wie im ersten Versuch erklart sich teilweise durch 
den Gewichtsverlust von 150g gegeniiber dem Gewicht beim Versuch | 
und vielleicht auch durch ungiinstige auBere Lebensumstinde, namlich 
groBe sommerliche Hitze. Der sehr hohe f-Wert von Versuch 5, in dem 
3cem Alkohol pro kg Kérpergewicht gegeben wurde, ist in seiner Genese 
unklar. Der sehr groBe /-Wert des Versuchs 6, in dem 5cecm Alkohol pro kg 
gegeben wurde, laBt sich jedoch zwanglos durch Gewéhnung erklaren, 
da die beiden letzten Versuche im Abstand von 2 Tagen aufeinander folgten. 
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gewicht 1,5 oder 3 oder 5 cem absoluten Alkohols in 50 cem Leitungswasser 


H. H. Meyer: 


Tabelle I. 


durch die Schlundsonde gegeben. 





Datum 
20. VII. 
20. VII 
{ 
23. VII. 
23. VII 
: 25. VII 
i 30. VII. 
4 
dl 
| 
4 2. VIII. 
| 
| 
% 
Bi 





\| 


| 
| 


» 


Gewicht 


kg 


2,5 


2,45 


2 


2 


~I] 


526 


35 


Alkoholkonzentration 





sin Gesamtmenge 
Niichtern- a 
wet des Alkohols 


| | cem 


| 


Kaninchen Nr. 1, 1,5cem Alkohol. 


negativ 3,75 


Kaninchen Nr. 2, 1,5cem Alkohol. 
negativ 4,35 


i 


Kaninchen Nr. 1, 3cem Alkohol. 


negativ 7,3 


Kaninchen Nr. 2, 3cem Alkohol. 


negativ 8,4 


Kaninchen Nr.1, 5cecem Alkohol. 
negativ 11,3 


Kaninchen Nr. 2, 5cem Alkohol. 


negativ 14,5 


Kaninchen Nr. 1, 1,5 ecem Alkohol. 
negativ | 3,45 I 


Wert 


Std. 


1) 

1; 
Via 
3g 


g/Liter 


0,5085 
0,5650 
0,1243 


0,5198 
0,6215 
0,1582 


1,1418 
1,3786 
1,0622 


1,130 
1,6272 
1,0735 


1,8419 
2.5764 
2,8928 
2.5538 
2.2713 
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Tabelle I (Fortsetzung.) 





Gesamtmenge Alkoholkonzentration — 


teen Gewicht Niichtorn- des Alkohols pn es er ae = 
kg eem Std. 
Kaninchen Nr. 2, 1,5cem Alkohol. 
3. VIII. 2,8 negativ 4,2 My 0,712 
1 0,799 
11), 0.768 
2 0.587 
31, 0.542 
41/, 0,203 
Kaninchen Nr. 1, 3cem Alkohol. 
8. VIII. || 2,25 negativ 6,75 1g 1,141 
1 1,695 
11), 1,344 
21), 1,085 
3'/g 0,94 
41), 0,463 
Kaninchen Nr. 2, 3cem Alkohol. 
7. VIII. 2,7 negativ 8,1 I MW, 1,536 
i 1 1,570 
11), 1,751 
24, 1,597 
31, 1,378 
iH 41/5 0,497 
Kaninchen Nr. 1, 5cem Alkohol. 
10. VIII. 2,28 negativ 11,4 Mg 2,034 
1 2,453 
1'/, 2,746 
21, 2,599 
31/, 2,542 
41), 1,548 
Ty 0,746 
Kaninchen Nr. 2, 5eem Alkohol. 
9. VIII. 2,8 negativ 13,9 Mo 2,700 
1 3,096 
1}/, 3,232 
21g 3,277 
31/5 2.938 
41), 2.090 
7/5 0,723 


Kaninchen Nr. 2. Der erste /-Wert bei 1,5 cem Alkohol pro kg ist im 
Verhaltnis zum Mehrgewicht des Kaninchens von 400g nur wenig gréBer 
als derjenige vom Kaninchen Nr. 1. Der zweite /-Wert ist trotz des hier 
vorhandenen Mindergewichts von 200g vergréBert. Die hier verwandte 
Dosis von 3ccm scheint je nach der Konstitution des Tieres bald oxy- 
dationshemmend, bald oxydationssteigernd zu wirken, wie auch die vorigen 
Versuche zeigen. Im vorliegenden Falle ist eine Oxydationssteigerung 
eingetreten. Der dritte kleinste $-Wert nach Gabe von 5ccm Alkohol 
pro kg bei diesem Tiere erklart sich wohl durch die oxydationshemmende 
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Tabelle LI. 





3 Co A Beo by 0 60 lp 
Kaninchen Nr. 1. 


1. Versuch, 1,5 cem Alkohol | 0,003 673 | 0,896 | 1,324 0,2202 0.7282 0,2913 


2. = eS tes - 0,002 686 1,5694 1,461 0,18816) 0.5662 0,231 1 
8. Be - 0,003 353 3.2143 1,284 0.2012 | 0,5595 0.2476 
4. J iD . “ 0,002 676 0,7889 1,472 0.1605 0,5553 0.2363 
5. = ee s 0,004 849 | 1,7972 1,3206 0.2909  0,8643 0,384 12 
6. a S + a 0,006 006 3,44 1,15 0.3603  0,9488 0,413 94 
Kaninchen Nr, 2. 

1. Versuch, 1,5 cem Alkohol | 0,003 862 | 0,9698 | 1,223 | 0,2316 | 0,8802 0,303 

2. mi So Z 0,004 614 | 2,042 1.205 0,276 84) 0,9008 0,333.6 
3. ¥ So 2 a | 0,003 009 3,904 ‘O14 0,180 53, 0.5809 0,183 1 
4. ss LD. - 0,00290 1,025 1,13815 0,174 | 0,5512 0,198 

5. > os e 0,006 635 2,5 0,9492 09,3981 | 1,0203 0,3779 
6. ss ae e 0,007 596 4,2295 0,9072 0.4558 | 1,1847 0,423 1 


Wirkung groBer Alkoholdosen, vielleicht auch zum Teil aus den erwahnten 
ungiinstigen éuBeren Lebensumsténden, wie durch mangelnde Gewéhnung 
und die damals herrschende groBe Hitze, da zwischen dem Versuch 2 
und 3 im ganzen 7 Tage liegen. 

Ersteres gilt vielleicht auch fiir den sehr niedrigen vierten /-Wert. 
Der groBe fiinfte /-Wert ist wiederum, wie beim Kaninchen Nr. 1, von der 
Gewohnung und andererseits von der Oxydationsférderung des Alkohols 
auf die Alkoholverbrennung selbst, herzuleiten. Ganz deutlich tritt der 
Gewoéhnungsfaktor bei dem sebr groBen sechsten /-Wert in Erscheinung. 
Auch hier sei zur Bestatigung auf die koordinierten Werte von bg. /p ver- 
wiesen. 

Die Zusammenfassung der Ergebnisse fiir den Faktor ergibt eine 
sichere Erhéhung von # durch Gewéhnung an Alkohol, eine nicht 
so deutlich hervortretende Wirkung kleiner und mittlerer Alkoholdosen 
auf die Erhéhung von , dagegen eine deutliche Wirkung von gréBeren 
Alkoholdosen, die 6 umgekehrt erniedrigen, d.h. also kleine und auch 
oft mittlere Alkoholdosen férdern die Verbrennung des Alkohols, groBe 
hemmen sie. Der EinfluB des Gewichts auf #6 geht nicht klar aus den 
Versuchen hervor. Hitze scheint nach unseren allerdings zahlenmaBig 
ungeniigenden Erfahrungen auch # herabzusetzen. Diese Versuche 
am Kaninchen bestitigen die Ansicht von Jungmichel, daB B durch duBere 
Faktoren beeinflupbar ist. 

Zum Faktor r lehren die Versuche folgendes: cy ist zur Berechnung von 
r nétig. Deshalb sind seine Werte zur Kontrolle von r in der Tabelle II 


enthalten. Es sei noch erwaéhnt, daB, um r nach der Forme] r = 


C.D 
zu berechnen, es in diesem Falle notwendig ist, A mit dem spezifischen 
Gewicht von Alkohol absolutus = 0,791 zu multiplizieren, da A hier in 
Kubikzentimetern und nicht, wie erforderlich, in Gramm ausgedriickt ist. 
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Nach Widmark ist r, das er als Konstitutionsfaktor ansieht, konstant 
und andert sich nur mit dem Kérpergewicht. Jungmiche! halt eine Anderung 
von r in Abhangigkeit von dem Wohlbefinden fiir méglich. Nach Widmark 
und Jungmichel besteht zwischen r und / beim Menschen keine Korrelation. 
Meine Versuche zeigen, daB 7 mit einer Ausnahme bei fallendem / steigt 
und bei steigendem /} fallt. Wie ist dies Verhalten zu erkliren ? Mdéglicher- 
weise ist das Verhiltnis von / und r so zu denken, daB, wenn der Kérper 
viel Alkohol verbrennt, er also mehr als gewéhnlich leistet, r fallt und 
umgekehrt. r wire dann, wie Jungmichel es auch glaubt, ein Indikator 
fiir die Leistungsfaihigkeit des Kérpers. Indessen ist das nur eine Vermutung. 
Dagegen kann der Befund von Widmark und Jungmichel nicht am Kaninchen 
bestatigt werden, daB 7 mit steigendem Gewicht fallt und umgekehrt 
Die Beziehung zwischen r und dem Gewicht war wenigstens in unseren 
Versuchen am Kaninchen regellos. Warum ist 7 beim Kaninchen, wie 
meine Versuche es zeigen, meist > 1 und nicht, wie Widmark und Jung- 
michel beim Menschen fanden, < 1? Dar, wieschon erwahnt, den Quotienten 
zwischen der mittleren Alkoholkonzentration des Organismus zu der des 
Blutes darstellt, so mu8 die Alkoholkonzentration in den Geweben des 
Ko6rpers gréBer sein als im Blute, wenn r ein gemischter Bruch ist. Der 
besondere anatomische Bau des Kaninchens mu8 also der Grund fiir diese 
Erscheinung sein. Man wird dabei vor allem an den Lipoidgehalt der Gewebe 
denken miissen, der vielleicht beim Kaninchen besonders groB ist. Bei 
gréBeren Alkoholdosen und bei Gewéhnung wird auch beim Kaninchen 
mehr Alkohol im Blute als im Organismus gelést, wie die beiden letzten 
Werte fiir 7 vom Kaninchen Nr. 2 zeigen. 


Die aus Raummangel nicht veréffentlichten Blutalkoholkurven 
zeigen auch durch ihren steilen Abfall die oxydationssteigernde Wirkung 
kleiner Alkoholdosen, wie andererseits durch ihren flachen Verlauf die 
oxydationshemmende Wirkung groBer Alkoholdosen auf den Alkohol 
selbst. 


B. Die Blutalkoholkurve in ihrer Beziehung zur Blutzuckerkurve. 


In diesem Teil der Arbeit soll nun die Alkoholwirkung auf den 
Blutzucker erértert werden. Besonders werden die Ergebnisse der 
Arbeit von Kanai mit den unsrigen verglichen. Nach ihm senken 
kleine Alkoholgaben den Blutzucker, groBe bewirken eine Steigerung 
des Blutzuckers. Also wirken kleinere Alkoholgaben, wie schon erwahnt, 
in qualitativer Richtung oxydationsférdernd, groBe hemmend. Nach 
Kanai wirkt ferner der Alkohol zuckersparend und ist wegen seiner 
leichten Verbrennbarkeit der Stellvertreter des Zuckers. Im ibrigen 
sei auf seine Arbeit verwiesen, in der auch die Literatur iiber die 
Beziehungen zwischen Alkohol und Blutzucker weitgehend beriick- 
sichtigt ist. 

Kanai gab fiinf Kaninchen 1,5, 3 und 5 ccm Alkohol absolutus pro kg. 
Der Blutzucker wurde nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Bei der Alkohol- 


dosis von 1,5 ccm pro kg trat ebenso wie bei unseren Versuchen kein Rausch- 
zustand bei den Tieren ein. Der Blutzucker sank sofort und sein gré8ter 
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Tiefstand war nach 1'/, bis 2'/, Stunden erreicht. Dann stieg er wieder 
und erreichte den alten Wert nach 4!/, Stunden. Dieser Verlauf der Blut- 
zuckerkurve ist nach Kanai durch die oxydationssteigernde Wirkung 
kleiner Alkoholdosen auf den Blutzucker zu erkliren. Der Vergleich mit 
den Alkoholkurven im Blute zeigt, daB der aufsteigende Teil der Alkohol- 
kurve, also die sogenannte Resorptionsperiode, mit dem abfallenden der 
Blutzuckerkurve, das Maximum der Alkoholkurve mit dem Minimum der 
Blutzuckerkurve und endlich der abfallende Teil der Alkoholkurve, also 
die postresorptive Periode mit dem aufsteigenden Teil der Blutzuckerkurve 
ziemlich genau zusammenfallen. Aus dieser Beziehung ergibt sich, daB der 
Blutzucker gespart und an seiner Stelle der Alkohol verbrannt wird, was 
auch die Glykogenversuche Kanais lehrten. Mit dem Ansteigen des Blut- 
zuckers fallt die Alkoholkonzentration im Blute. Da8 wirklich der Alkohol 
an Stelle von Zucker verbrannt wird, zeigt auch folgende Rechnung. 


Zieht man von dem Anfangswert des Blutzuckers, der durch das arith- 
metische Mittel simtlicher Blutzuckerwerte (Versuche von Kanai) erhalten 
wird, den jeweiligen Blutzuckerwert zu einer bestimmten Zeit (auch durch 
das arithmetische Mittel berechnet) ab und multipliziert diese Differenz 
mit der Verbrennungswarme der Glucose, gleich 3,7 Cal/g, so ist das Produkt 
gleich der Alkoholkonzentration zu der betreffenden Zeit, berechnet 
durch das arithmetische Mittel, mal der Verbrennungswiirme des Alkohols 
= 7,2Cal/g. Als Formel ausgedriickt: (A — B).3,7 = C.7,2. A ist die 
Konzentration des Blutzuckers am Anfang, B die Konzentration zu einer 
bestimmten Zeit und C die Alkoholkonzentration im Blute zu derselben 
Zeit. In der Resorptionsperiode stimmen die Werte nicht miteinander 
iiberein, da die Resorptionsperiode véllig unregelmaBig verlaiuft. Ebenso 
ist am Ende der postresorptiven Periode keine Ubereinstimmung vor- 
handen, da diese Periode nach Flake (4) vielleicht durch eine Exponential- 
funktion bestimmt ist. Wohl aber passen die Werte der postresorptiven 
Periode zueinander. [Diese Rechnung gilt selbstverstaéndlich nur fiir kleine 
Alkoholdosen. (Hier 1,5 ccm.)] 


2'/, Stundenwert: Blutzucker = 0,622 Cal. 


2'/, re Alkohol = 0,635 ., 
31/> ” Blutzucker = 0,259 ,, 
3"/s * Alkohol = 0,257 ,, 


Die Kalorienrechnung bestdtigt also, daB statt des Blutzuckers der 
Alkohol verbrannt wird. Bericksichtigen muB man hierbei, daB es sich 
bei dem Vergleich um verschiedene Tiere handelt. Ferner, daB Kanai 
seine Versuche an fiinf Tieren machte, wihrend bei unseren Versuchen 
nur zwei benutzt wurden. Daher erklart sich auch die minimale Differenz 
der Werte. 


Die Wirkung des Alkohols bei der Dosis von 1,5 cem auf den Blutzucker 
und die Alkoholkurve ist einheitlich. Die eintretende Blutzuckersenkung 
beruht auf einer Ersparnis und Stapelung von Glykogen. Kanai fand 
ja auch das Leberglykogen in diesem Falle erhéht. Die Senkung des Blut- 
zuckers nach der kleinen Alkoholgabe kommt also zustande trotz des 
Ersatzes des Blutzuckers durch Alkohol bei der Oxydation. Das kann 
nur auf einer Anregung der Glykogenbildung aus Blutzucker durch den 
Alkohol beruhen, oder die Gewebe der Peripherie verbrennen durch die 
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oxydationssteigernde Wirkung des Alkohols den Blutzucker mehr als vorher. 
Méglicherweise sind beide Vorgdnge miteinander verbunden, was nach 
simtlichen Kanaischen Versuchen besonders auch im Hinblick auf die sich 
senkenden Harnquotienten wohl wahrscheinlich ist. 

Die Wirkung von 3 cem Alkohol pro kg ist sowohl auf die Blutzucker- 
kurven wie auf die Blutalkoholkurven uneinheitlich, wie Kanai und unsere 
Versuche zeigen (vgl. (/-Wert!). 

eindeutig ist dagegen durch Blutzuckerkurve und Alkoholkurve 
die oxydationshemmende Wirkung groBer Alkoholdosen (5 cem/kg) 
bewiesen. Nach geringem Aufstieg fallt die Blutzuckerkurve um ein 
geringes Stiick, um dann steil bis zum 2!/,-Stunden-Wert anzusteigen 
und dann wieder langsam abzufallen. Den anfanglich kleinen Abfall 
erklart Kanai durch die oxydationsférdernde Wirkung kleiner Alkohol- 
mengen, den steilen Anstieg der Kurve durch die oxydationshemmende 
Wirkung groBer, resorbierter Alkoholmengen. Die postresorptive 
Periode bei den Alkoholversuchen zeigt durch ihren flachen Verlauf 
und den steten und sehr langsamen Abfall der Blutalkoholkonzen- 
trationen die Oxydationshemmung groBer Alkoholmengen. Der Gipfel- 
punkt der Alkoholkurve trifft auch hier ungeféhr zeitlich mit dem 
tiefsten Punkt der Biutzuckerkurve zusammen. 


Bei groBen Dosen hemmt also der Alkohol nicht nur seine eigene 
Oxydation, sondern auch die des Zuckers, alles natiirlich auf dem Umwege 
tiber eine Zellbeeinflussung. 


Zusammenfassung. 


1. Die f-Werte sind bei dem gleichen Tier (Kaninchen) nicht 
konstant. Sie werden besonders durch die Gewéhnung, ferner durch 
das Gewicht und méglicherweise auch durch hohe Umgebungstempera- 
turen beeinfluBt. 

2. Im Unterschied zu den Versuchen von Widmark und Jungmichel 
am Menschen fand sich eine Beziehung zwischen r und f beim Ka- 
ninchen. 7 steigt bei fallendem / und fallt bei steigendem /. Mdéglicher- 
weise ist dies so zu erklaren, dab, wenn r fallt, der Koérper schnell den 
Alkohol verbrennt und daB, wenn r steigt, die Alkoholoxydation nur 
langsam erfolgt. 


3. Eine Bezichung zwischen dem Koérpergewicht und r besteht 
beim Kaninchen innerhalb gewisser Grenzen der Gewichtsschwankung 
nicht. 


4. r ist beim Kaninchen meist > 1, also ist die Alkoholkonzen- 
tration im Kérper gréBer als die im Blute. Erklart wird dies wahr- 
scheinlich durch den anatomischen Bau des Kaninchens. Bei groBen 


Alkoholdosen jedoch und bei Gewéhnung wird auch beim Kaninchen 
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mehr Alkohol im Blute als im Kérper gelést, also ist r dann ein echter 
Bruch. 


5. Die Versuche zeigen die oxydationsférdernde Wirkung kleiner 
Alkoholgaben auf den Alkohol selbst und die oxydationshemmende 
der groBen Alkoholgaben auf den Alkohol selbst. (Es handelt sich hier 
um eine ,,homodynamische** Wirkung, wie man einen solchen Vorgang 
bezeichnen kénnte.) 

6. Der Vergleich der Alkoholwerte im Blute mit den Blutzucker- 
kurven zeigt ebenfalls deutlich die oxydationssteigernde Wirkung 
kleiner Alkoholmengen und die hemmende groBer auf den Zucker. 
(Von _,,heterodynamischer‘* Wirkung kann man hier sprechen.) 

7. Die kalorimetrische Rechnung beweist, daB in Kleiner Dosis 
der Alkohol den Zucker im Blute bei der Verbrennung ersetzt. 


Literatur. 
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Uber die Co-Wuchsstoffwirkung einiger Metallmischungen. 
Von Niels Nielsen und Vagn Hartelius. 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium in Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1934.) 


In einer friiheren Arbeit (1) haben die Verfasser mitgeteilt, daB 
man auf rein chemischem Wege, namlich durch Erhitzen der Lésung 
einiger Zuckerarten (Glucose, Fructose, Galaktose, Saccharose) mit 
gewissen organischen Saéuren oder deren Ammoniumsalzen einen der 
Gruppe B angehérigen Wuchsstoff erhalten kann, der das Wachstum 
von Aspergillus niger beeinfluBt.. Eine Bedingung fiir die Bildung des 
Wuchsstoffes bestand jedoch darin, daB Filtrierpapier oder die Asche 
von Filtrierpapier vorhanden sein muBte. Spater zeigten die Verfasser (2), 
daB einerseits salzsaure Ausziige aus Filtrierpapierasche dieselbe Wirkung 
hervorbrachten wie das Filtrierpapier selbst, und andererseits, daB diese 
Wirkung davon unabhangig war, ob der Filteraschenauszug vor oder 
nach dem Erhitzen zugesetzt wurde. Das Filtrierpapier ist also nicht 
fiir die Bildung des eigentlichen Wuchsstoffes, wohl aber fiir dessen 
Wirkung auf Aspergillus niger notwendig. Es wurde daher die Be- 
zeichnung Co-Wuchsstoff fiir den oder die aus dem Filtrierpapier 
stammenden Stoffe vorgeschlagen. 

Die Untersuchung der Filterasche zeigte, daB der wirksame Stoff 
mit Salzsiure nahezu vollstandig in Lésung geht, da salzsaure Ausziige 
beinahe volle Wirkung zeigten. Beim Fallen des Salzsiureauszuges 
mit Schwefelwasserstoff in saurer Lésung ging ein wesentlicher Teil 
des wirksamen Stoffes in den Niederschlag. Diese Versuche zeigen, 
daB die Co-Wuchsstoffwirkung einem oder mehreren Metallen zu- 
kommt, deren Chloride léslich sind. 

Es wurde versucht, die Filterasche zu analysieren und dadurch 
die darin vorkommenden Stoffe sowie deren Mengenverhaltnisse zu 
bestimmen. Dies gelang jedoch nicht, da die absoluten Mengen der 
Stoffe zu gering waren. Es erwies sich daher als notwendig, die in Be- 
tracht kommenden Metalle auf ihre Co-Wuchsstoffwirkung zu unter- 
suchen. Hierbei wurden alle Metalle mit léslichen Chloriden, sowie eine 
Reihe von anderen durchgepriift, wobei sich jedoch herausstellte, daB 
keines von ihnen Co-Wuchsstoffwirkung besa’, mit Ausnahme von 
Zink!, welches deutliche Wirkung zeigte. Der Co-Wuchsstoff der 

1 Séding (3) hat im Jahre 1928 festgestellt, daB Aspergillus niger bei 
Gegenwart von Zink in der Nahrlésung zur Wuchsstoffbildung befahigt 
war. Diese Erscheinung ist wohl so zu erklaren [(2), S. 347], daB der 
Wuchsstoff auch ohne Zink gebildet wird, seine Wirkung aber nur in 
Gegenwart von Zink (CO-Wuchsstoff) entfaltet. 
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Filterasche kann jedoch nicht Zink sein. Erstens hat Zink, in optimaler 
Menge angewandt, eine schwachere Wirkung als Filterasche, und zweitens 
zeigte es sich, dafS Zink im Auszug aus Filterasche nicht vorhanden 
sein kann, zumindest nicht in optimaler Menge. Bei Anwendung von 
steigenden Mengen Filteraschenauszug erhalt man eine Kurve, welche 
zuerst steigt, um dann langsam wieder abzusinken. Setzt man auBer 
dem Filteraschenauszug noch Zink zu, so wird die Wirkung verstarkt, 
selbst dann, wenn man den Auszug in optimaler Menge angewendet hat. 

Man ist also zu der Annahme gezwungen, daB der Co-Wuchsstoff 
aus einer Anzahl zusammenwirkender Metalle besteht. Diese Annahme 
mute durch das Ausprobieren einer Reihe verschiedener Metallkom- 
binationen gepriift werden. 

Die Methodik stimmte im wesentlichen mit der friiher (1) (2) be- 
schriebenen iiberein. Die Naihrlésung war die damals angegebene; bereitet 
aus chemisch reinen Substanzen durch Lésen in aus Glas destilliertem Wasser. 
Diese Lésung wurde mit Wuchsstoff B in Form von 10% einer 1% Glucose 
+ 1% Ammoniumtartrat enthaltenen Lésung versetzt, welche 50 Minuten 
lang auf 135° erhitzt worden war. Diese Mischung wurde mit Sporen von 
Aspergillus niger geimpft und sodann je 50cem in 300cem Erlenmeyer- 
Kolben abpipettiert, welche die auf ihre Wirkung zu priifenden Lésungen 
enthielten. Das endliche Fliissigkeitsvolumen in allen Kolben war gleich. 
Da die Versuche nur sehr kurz dauerten (2 bis 3 Tage), wurden Nahr- 
lésung und Kolben nicht sterilisiert. Die Kulturen wuchsen bei 33°. Jede 
Versuchsreihe umfaBte auch Kolben mit einer optimalen Menge von Aschen- 
auszug, so daB die Wirkung der untersuchten Stoffe mit der Wirkung von 
Filterasche verglichen werden konnte. 

In erster Linie wurde fiir jedes Metall untersucht, wie groBbe Zusatze 
angewendet werden konnten, ohne da®B Giftwirkung auftrat. Sodann 
wurden Mischungen verschiedener Metalle geprift, und zwar in den 
Konzentrationen, die sich bei den einzelnen Metallen als die héchsten 
noch ungiftigen erwiesen hatten, sowie 1/19, }/j99 und 1/;999 dieser Mengen. 
Hierbei zeigte sich, daB einige dieser Mischungen eine ungemein kraftige 
Wirkung besaBen. Durch systematische Eliminierung der Einzel- 
bestandteile dieser Mischungen wurde festgestellt, welche Stoffe wir- 
kungslos und welche fiir die Wirkung notwendig waren. So wurden 
allmahlich elf Metalle ausgewahlt, die zur Erzielung der vollen Co-Wuchs- 
stoffwirkung unentbehrlich schienen: Ba, Be, Hg, Sr, Ca, Zn, Cd, Cu, 
Mn, Co und Li. Alle diese Metalle haben lésliche Chloride. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB eine Mischung der Chloride dieser 
Metalle in optimalen Mengen gréBere Co-Wuchsstoffwirkung entfaltet 
als der Filteraschenauszug. Im iibrigen zeigten die beiden Co-Wuchs- 
stoffpraparate volle Ubereinstimmung: Die Wirkung der Metallsalz- 
mischung entsprach im ganzen Wirkungsbereich der des Filterpraparates 
in der gleichen relativen Konzentration, nur lag die Wirkung der Metall- 
salzmischung stets ein wenig tiber der des Filteraschenauszuges. 




















Diese letztere Er- 
scheinung ist wohl da- 
rauf —_ zuriickzufiihren, 
daB die wirksamen Sub- 
stanzen in der Metall- 
salzmischung in giin- 
stigeren Verhaltnissen 
gemischt sind, und dab 
die Mischung  Stoffe 
enthalt, die dem Filter- 
aschenauszug fehlen. So 
findet sich z. B. wie er- 
wahnt Zink nicht im 
Filteraschenauszug, zu. 
mindest nicht in opti- 
maler Menge. 

Wahrend diese 
Mischung von Metallen 
kraftige Co-Wuchsstoff- 
wirkung entfaltet, fehlt 





Co-Wuchsstoffwirkung einiger Metallmischungen. 185 


Tabelle 1. Die Co-Wuchsstoffwirkung des 

Filtrierpapieraschenauszuges und der 

Metallsaizmischung in logarithmisch 
steigenden Konzentrationen. 


Die beiden Reihen sind in der Tabelle so an- 

geordnet, daB die beiden Konzentrationen, die 

maximale Trockensubstanzproduktion ergaben, 
einander entsprechen. 





Trockensubstanz von Aspergillus niger, 

Relative mg Mittel aus 4 Einzelbestimmungen 
Ly (Pe) Sr nana Wa mee 
Filtrierpapierpriparat Metallsalzmischung 


2 151 165 
2? 201 244 
25 242 387 
24 350 509 
25 484 660 
26 552 738 
27 633 770 
28 737 790 
2° 827 872 
210 766 806 
Kontrolle: 135 


die Wirkung mit ganz wenigen Ausnahmen den Einzelmetallen. Die 
Wirkung des Gesamtpraparates beruht also auf dem Zusammenwirken 


der Einzelbestandteile. 
haltnisse ist im Gange. 











tine eingehende Untersuchung dieser Ver- 


Zusammenfassung. 


Eine Mischung der Chloride von Ba, Be, Hg, Cr, Ca, Zn, Cd, Cu, 
Mn, Co und Li in passenden Mengenverhiltnissen besitzt kraftigere 
Co-Wuchsstoffwirkung als salzsaure Ausziige aus Filterasche. Einzeln 
sind die meisten dieser Metalle unwirksam. Wahrscheinlich sind die 
meisten der oben erwaihnten Metalle in der Filterasche vorhanden. 


Literatur. 


1) N. Nielsen u. V. Hartelius, diese Zeitschr. 256, 2, 1932. — 2) Dieselben 
ebenda 259, 340, 1933. — 3) H. Séding, Planta 6, 482, 1928. 
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Sauerstoffdruck und Girung. 


Von 
Gertrud Leiner. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 8. Januar 1935.) 


Sattigt man garende Zellen (Hefe, Bakterien oder tierische Zellen) 
mit Sauerstoff von verschiedenen Drucken, so tritt eine Garungshemmung 
bei sehr niedrigen Sauerstoffdrucken auf; die Garungshemmung nimmt 
dann mit steigenden Sauerstoffdrucken zu, bis der Maximalwert der 
Atmung erreicht ist. Dariiber hinaus hat der Druck des Sauerstoffs 
keinen EinfluB auf die Garung. 


Dem widerspricht Erwin Bumm' in Schriften und Vortragen. 
Er findet mit der manometrischen Versuchsanordnung, daB die Garung 
der Darmschleimhaut sinkt, wenn der Druck des Sauerstoffs von 
1/,, auf 1 Atm. steigt, ohne dap sich dabei die Atmung der Darmschleimhaut 
dndert. Doch ist zu bedenken, daB zu Geweben vereinigte Zellen aus 
bekannten Griinden? (Grenzschnittdicke) ungeeignet sind fiir mano- 
metrische Versuche bei niedrigen Sauerstoffdrucken. Wahrscheinlich 
war in Bumms Versuchen, wenn die Garung ungleich war, auch die 
Atmung ungleich, wobei noch zu bemerken ist, daB er Atmung und 
Garung nicht unter vergleichbaren Bedingungen, sondern in ver- 
schiedenem Milieu gemessen hat. 

Die methodisch unzureichenden manometrischen Versuche mit der 
Darmschleimhaut in vitro sind die Grundlage einer Theorie! LZ. Bumms 
iiber das Wachstum von Zellen im Kérper. Versuche iiber den Stoffwechsel 
von Embryonen® (und Tumoren *) im K6érper durch Analyse des zuflieBenden 


und abflieBenden Blutes widersprechen dieser Theorie und werden von 
Bumm nicht erwahnt. 


Fir manometrische Stoffwechselmessungen geeignete  tierische 
Zellen sind die bei Phenylhydrazinanaimien zirkulierenden roten 


1 Erwin Bumm, Hans Appel u. Karl Fehrenbach, H. 8. 228, 207, 1934; 
Erwin Bumm, Deutsche med. Wochenschr. 1934, S. 1173. — ? Diese 
Zeitschr. 142, 317, 1923. — * Diese Zeitschr. 197, 170, 1928. — 4 Klin. 
Wochenschr. 5, 829, 1926. 
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Blutzellen, die einen groBen Stoffwechsel haben! und die, anders als 
z. B. die Leukocyten, beim Schiitteln in den VersuchsgefaBen nicht 
geschadigt werden. Den Stoffwechsel dieser Zellen bei verschiedenen 
Sauerstoffdrucken habe ich auf Vorschlag von Herrn F. Kubowitz 
gemessen. Es ergab sich, daB Anderungen des Sauerstoffdruckes, die 
in E. Bumms Versuchen die Garung zu beeinflussen schienen, hier ohne 
Wirkung auf die Garung waren. 


Die Anordnung, mit der ich den Stoffwechsel der roten Blutzellen 
gemessen habe, ist friiher beschrieben worden®. Die Ergebnisse sind in 
der Tabelle I zusammengefaBt. In dem Protokoll am SchluB der Arbeit 
ist ein Versuch ausfiihrlich beschrieben. 


Tabelle I. Stoffwechsel von Morawitzschen Kaninchenblutzellen 
in Ringerbicarbonatlésung + 0,2% Glucose bei verschiedenen 
Sauerstoffdrucken. 


Die manometrische Messung erfolgte mit dreifach verdiinnten Blutvolumina 

(etwa 20cmm Zellen pro ccm Suspension); die Retention der Kohlensaure 

ist dann zu vernachlassigen. Die x-Werte beziehen sich auf 7 cem Suspension 
pro Stunde. Versuchstemperatur ++ 38°C. 





oe Xo, ae oo panaerob __ age 
Gasmischung emm 05] /femm CO.]|femm CO, . 
60’ 60’ | | 60’ “Oe 
(5h% COs, 20% Og in Ng | — 158 + 75,5 — 1,40 
= % COg, 94,9% Og . . | — 161 + 84,5 — 1,32 
54% COg in Argon. . . + 296 
{ 5,2% COs, 6,1% Og in Ny — 180,5 at. 59 — 1,95 
‘| 5,1% COs, 94,9% Og . . | — 185 + 74,5 — 1,81 
5,49 COg in Argon. . . +4105 
5,3% COs, 6,1% OginNg | —176 + 51,5 — 1,99 
| CO, 20% Og in Ng | — 182,55 +49 — 1,94 
6,194 CO, in Argon. . . + 403 
5,39 COs, 6,1% Ogin Ng | — 119 + 46,5 — 2,1 
{38% COs, 20% Og in Ng | — 120 + 44 — 2,1 
6,1% CO, in Argon. . . +- 298 


* Siehe Protokoll 1. 


1 Paul Morawitz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 60, 298, 1909. — 
2 Diese Zeitschr. 242, 170, 1931. 
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Reaktionskinetische Untersuchungen 
iiber die Bindung von Glutathion durch Methylglyoxal. 


Von 
J. 0. Gir8avieius und P. A. Heyfetz. 
(Aus dem Bach-Institut fiir Biochemie des Volkskommissariats fiir Gesund- 
heitswesen in Moskau.) 
(Eingegangen am 20. September 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Es liegen verschiedene Angaben iiber Reaktionen von Glutathion 
und Methylglyoxal vor. 


In seiner grundlegenden Arbeit iiber die Funktion des reduzierten 
Glutathions als Co-Ferment der Glyoxalase beschreibt Lohmann! beilaufig 
Beobachtungen, die auf eine Bindung von Methylglyoxal durch Glutathion 
schlieBen lassen. Die Bindung von Glutathion durch Methylglyoxal hatte 
schon friiher Ktéshnau? auf Grund jodometrischer Titrationen festgestellt. 
Jowett und Quastel® stellten im Laufe ihrer Untersuchung tiber Erythrocyten- 
glyoxalase ebenfalls jodometrische Titrationen an, die zum gleichen Ergebnis, 
Abnahme der titrierbaren Sulfhydrylmenge in Gegenwart von Methyl- 
glyoxal, fiihrten. Daneben bringen Jowett und Quastel noch eine Reihe 
weiterer, weniger direkter Beweise fiir eine gegenseitige Bindung von 
Methylglyoxal und Glutathion ; diese deuten sie sicherlich richtig als Bildung 
einer merkaptalartigen Methylglyoxal-Glutathionverbindung. Dabei 
sprechen die Autoren die interessante Vermutung aus, da8 die Bildung 
dieser Verbindung fiir die Glyoxalasewirkung nicht etwa eine Neben- 
erscheinung bedeutet, sondern eine notwendige Stufe in der fermentativen 
Umwandlung von Methylglyoxal in Milchsiure darstellt. Mit anderen 
Worten ist nach dieser Auffassung nicht Methylglyoxal, sondern eine 
Methylglyoxal-Glutathionverbindung das eigentliche Substrat der Gly- 
oxalase. Vor kurzem brachten Platt und Schroeder‘ einige weitere Beob- 
achtungen, die Jowett und Quastels Ansicht zu stiitzen scheinen. 


Da die Frage jedoch keineswegs als geklart gelten kann und von 
prinzipieller Bedeutung ist, haben wir uns eine eingehendere Bearbeitung 
vorgenommen. Als erste Vorbedingung dazu muBten wir die zwischen 
Glutathion und Methylglyoxal stattfindende Reaktion einer genaueren 
quantitativen Untersuchung unterziehen. Die vorliegende Arbeit ist 
ausschlieBlich den quantitativen Verhaltnissen der Methylglyoxal- 
Glutathionreaktion gewidmet (Reaktionsgeschwindigkeiten und Gleich- 
gewichtslage). Die chemischen Eigenschaften der gebildeten Ver- 
bindung haben wir vorlaufig nicht untersucht. 


1 Diese Zeitschr. 254, 332, 1932. — 2? Ebenda 248, 14, 1931. — * Biochem. 
J. 27, 486, 1933. — 4 J. of biol. Chem. 104, 281, 1934. 
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Bindung von Glutathion durch Methylglyoxal. 


Deshalb verzichten wir an dieser Stelle auf eine Besprechung der 
chemischen Seite der untersuchten Reaktion, im Lichte schon bekannter 
Sulfhydryl-Carbonylreaktionen. Eine nahere Besprechung dieser Frage 
soll im Zusammenhang mit weiteren Arbeiten iiber die hier untersuchte 
Reaktion erfolgen, sowie auch im Zusammenhang mit einer noch unver- 
6ffentlichten Arbeit iiber einige Sulfhydryl-Carbonylreaktionen, die der eine 
von uns gemeinsam mit Herrn Prof. E£. Friedmann in Cambridge aus- 
gefiihrt hat. 


1. Verlauf der Glutathion-Methylglyoxalreaktion. 


Jowett und Quastel fanden, daB die Reaktion des Glutathions mit 
Methylglyoxal nicht momentan zu Ende lauft, sondern zu ihrem Ab- 
schluB eine gewisse, wenn auch kurze Zeit erfordert. Die gleiche Beob- 
achtung machten auch Platt und Schroeder. Im folgenden untersuchten 
wir zundchst die Geschwindigkeit der Reaktion, gemessen am Sinken 
des Jodtiters, unter verschiedenen Bedingungen. 

Reaktionslésungen stellten wir uns, wie auch sonst in dieser Arbeit, 
folgendermaBen her. In weite Reagensgliser wurden Wasser, 0,2 ccm 
Phosphatpuffer (Sérensen, m/5, px 6,1), Methylglyoxal', Glutathion 
(2,5 mg/eem), sowie eventuell andere Zusitze einpipettiert. Das Gesamt- 
volumen betrug jeweils 2cem. Glutathion wurde immer zuletzt zugegeben, 
und die Zeit wird vom Augenblick des Glutathionszusatzes ab gerechnet. 
Titriert wurde mit n/200 Jod, aus einer Mikrobiirette unter Zusatz eines 
Tropfens Starkelésung. 

Unsere ersten Versuche ergaben, daB die direkte Titration der 
Methylglyoxal-Glutathion-Puffermischung nach verschiedenen Zeit- 
intervallen keinen Sulfhydrylschwund erkennen ]4Bt. | Nun ist von 
Lohmann beobachtet und von Jowett und Quastel bestatigt, daB Bi- 
carbonatzusatz, also Neutralisation bzw. schwache Alkalisierung, die 
Stabilitét der entstandenen Verbindung stark verringert. Wenig wahr- 
scheinlich schien uns, daB die Verbindung in neutraler oder schwach 
alkalischer Lésung spontan zerfallen bzw. sich nicht erst bilden sollte. 
Dagegen sprachen schon manometrische Versuche von Jowett und 
Quastel, die auf eine auch bei px 7,5 stattfindende Reaktion schlieBen 
lieBen. Wahrscheinlicher war die Annahme, daB Lohmanns sowie 
Jowett und Quastels Beobachtungen als erhéhte Labilitat eines Gleich- 
gewichtszustandes zu deuten seien, so daB in neutraler Lésung die 
gesuchte Verbindung zwar entsteht, jedoch schon im Laufe der jodo- 
metrischen Titration durch Gleichgewichtsverschiebung zerfallt (vgl. 
Friedmann und Girsavicius, Ergebnisse mit dem System Brenztrauben- 
siure + Thioglykolsiure). Ist diese Deutung der erwahnten Ergebnisse 
richtig, dann miissen in saurer Lésung die beiderseitigen das Gleich- 
gewicht bestimmenden Reaktionen verlangsamt verlaufen; dann muB 








1 Dargestellt nach Henze u. Miiller, Zeitschr. f. physiol. Chem. 214, 
281, 1931. 
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es auch méglich sein, durch Saurezusatz das System Methylglyoxal 
+- Glutathion -++- Puffer in seiner jeweiligen Lage zu ,,fixieren“. Tabelle I 
bestatigt diese Annahme. 

Tabelle I. 

Ansatz 1. 1 mg GSH + etwa 1 mg Methylglyoxal + 0,2 cem Phosphat- 
puffer in einem Gesamtumfang von 2 ccm. Zu Anfang der Titration 0,2 cem 
konz. HCl zugesetzt. Zeit vom GSH-Zusatz bis zum HCl-Zusatz. 

Ansatz 2. 1mg GSH + etwa 1 mg Methylglyoxal + 0,2 cem konz. HCl 
in einem Gesamtumfang von 2cem. Zeit vom GSH-Zusatz bis zum Anfang 
der Titration. 

Ohne Methylglyoxalzusatz verbrauchte 1mg GSH 0,800; 0,830 ccm 
n/200 Jy. 


























Zeit | Jodverbrauch (eem n/200) Zeit | Jodverbrauch (cem n/200) 
Min. Ansatz 1 Ansatz 2 Min. | Ansatz 1 Ansatz 2 
etwa 0,5 || 0,565 0,765 45 | aa 0,555 
: 1 || 0,408 se 90 a 0,470 
| 2 | 0,405 is 140 | sat 0.415 
20 — 0,660 
Wie Tabelle I zeigt, 14Bt Titration in saurer Lésung wirklich eine 
Abnahme an Sulfhydryl erkennen. Dabei verlauft die am Fallen des 
Jodtiters zu beobachtende Re- 
ri aktion in stark saurer Lésung 
i . recht langsam. Erst in etwa 
‘ $46 2!/, Stunden wird ein dem bei 
‘ 8 pu 6 in etwa 1 Minute erreichten 
i Sas Gleichgewichtszustand — entspre- 
i chender Sulfhydrylschwund er- 
Qt eee —  reicht. Entsprechend ist die riick- 
; Minuten laufige Reaktion in saurer Lésung 
i Abb. 1. geniigend stark verlangsamt, um 
ein Erfassen der Sulfhydryl- 








bindung zu erméglichen. Um auch diese riicklaufige Reaktion der 
direkten Untersuchung zugianglich zu machen, stellten wir den in Abb. 1 
dargestellten Versuch an. Die Reaktion zwischen Glutathion und 
Methylglyoxal fand hier in saurer Lésung, genau wie im vorigen Versuch 
(Ansatz 2) statt. Ein Teil der Reaktionslésungen wurde nach dreistiindi- 
gem Stehen (Pfeil) mit 8 ccm Wasser auf das Fiinffache verdiinnt und 
dann nach verschiedenen Zeitintervallen (vom Augenblick der Ver- 
diinnung gerechnet) titriert (in der Abbildung mit 0 bezeichnet). 
Tabelle II zeigt dieselbe Versuchsanordnung, aber in Gegenwart von 
Phosphatpuffer. Ansatze, Verdiinnung, Ansiuerung vor der Titration 
wie schon beschrieben. Der durch Verdiinnung herbeigefiihrte Zerfall 
der Verbindung ist hier schon in spatestens 1/, Minute vollstandig. 
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Tabelle II. 





Jodverbrauch (ecm n/200) Jodverbrauch (cem n/200) 


Zeit eptslpiasi pevenes fieaaraetasia Zeit — a ileesintighiette 
Direkte Riicklaufige Direkte Riickliufige 
Min. Reaktion } Reaktion Min. Reaktion Reaktion 
etwa 0,5 | 0,580 0,858 2 0,388 0.858 
1 0,418 0,860 5 0,390 0,858 


Sowohl in stark saurer Lésung als auch bei py etwa 6 verlaiuft die 
Zerfallsreaktion wesentlich schneller als die Bindung. Die Titration hat 
selbst in stark saurer Lésung méglichst rasch zu geschehen. Erwartungs- 
gemaB ist der Umschlagspunkt in mit Methylglyoxal gestandenen 
Glutathionlésungen unscharf, und bei lJangsamem Titrieren wird immer 
weiter Jod verbraucht. Beendet man aber die Titration in 1 bis 2 Minuten, 
so sind brauchbare Resultate zu erhalten. Durch den Nachweis des beim 
Verdiinnen in stark saurer ebenso wie in fast neutraler Lésung ein- 
tretenden Zerfalls der Verbindung glauben wir den Beweis gefiihrt zu 
haben, daB es sich wirklich um eine umkehrbare Reaktion handelt, 
also ein Gleichgewicht, an welchem Glutathion, Methylglyoxal und die 
betreffende Verbindung teilnehmen. Zugleich ist der von Lohmann 
beobachtete Zerfall der Verbindung bei Bicarbonatzusatz (den er durch 
die Bildung weiterer Mengen an Methylglyoxal-bis-Dinitropheny]- 
hydrazon anzeigt, Joweit und Quastel durch den Jodverbrauch des frei 
gesetzten Glutathions) auf erhéhte Geschwindigkeit der beiderseitigen 
das Gleichgewicht bestimmenden Reaktionen zuriickgefihrt. 

Vor kurzem hat Yamazoye' iiberhaupt bezweifelt, daB eine Reaktion 
zwischen Glutathion und Methylglyoxal in beachtbarem MaBe stattfindet. 
Im Gegensatz zu den friiheren Autoren stellte Yamazoye seine Versuche 
an gepufferten Lésungen, py 6, 7 und 8, an. Da es sich um eine mégliche 
Irklarung des Glutathioneinflusses auf die Glyoxalasewirkung handelt, 
ist solch ein Vorgehen natiirlich prinzipiell richtig; nach den oben be- 
schriebenen Beobachtungen ist es aber leicht zu verstehen, daf} unter den 
von Yamazoye gewablten Bedingungen die Glutathion-Methylglyoxal- 
reaktion, obwohl in vollem Mae eintretend, nicht zu beobachten war. 
Das einzige Anzeichen einer Reaktion zwischen Glutathion und Methyl- 
glyoxal findet Yamazoye interessanterweise in einem langsamen Schwund 
beider Substanzen, der durch erhéhte Alkalitat verstarkt wird. Hier 
handelt es sich wohl um einen ganz anders gearteten Vorgang, analog den 
bekannten Glyoxal-Aminosiurereaktionen, wie ihn auch einer von uns mit 
Glutathion und Phenylglyoxal beobachten konnte. 


2. Das Gleichgewicht im System Glutathion-Methylglyoxal. 


Wir untersuchten bei verschiedenen Anfangskonzentrationen an 
Glutathion und Methylglyoxal das nach Ablauf der Reaktion ein- 
tretende Gleichgewicht. Dazu lieBen wir iiberall die in Tabelle II 


1 J. of Biochem. 18, 445, 1933. 
Biochemische Zeitschrift Band 276. 13 
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angegebenen Mengen an Glutathion und Methylglyoxal! in einem 
xesamtumfang von 2ccm, in Gegenwart von 0,2ccm Puffer, bei 
Zimmertemperatur reagieren. Nach Ablauf von 3 Minuten wurden 
0,2cem konzentrierte Salzsiure und 0,5ccm 7%ige Kaliumjodid- 
lésung zugesetzt, worauf sofort mit n/200 oder n/100 Jod titriert wurde. 
In Tabelle LII sind saimtliche Werte auf 0,01n Jod umgerechnet. 
Samtliche Zahlen stellen den Durchschnitt von Doppelbestimmungen dar. 


Tabelle III. 








ane ~~ Methyigiyoxal in mgjcem 
mgicem | 0 0,478 | 0,955 1,91 3,82 

0,25 0,137 0,043 0,0294 0,0192 — 
(0,163) (0,053) (0,036) (0,023) 

0,5 0,291 0,110 0,064 0,0425 0,0294 
(0,326) (0,132) (0,078) (0,053) (0,036) 

1 0,642 0,313 0,210 0,095 0,0415 
(0,65) | (0,348) (0,242) (0,115) (0,052) 

2 132 | 0,78 0,458 0,281 0,154 
(1'30) (0:78) (0,488) (0'316) (0,182) 

4 2,71 2,03 1,64 0,66 0,358 
(2,61) (1,97) (1,60) (0,67) (0,392) 


Die fiir Glutathion in Abwesenheit von Methylglyoxal gefundenen 
Werte weichen im allgemeinen von den theoretisch berechneten etwas 
ab und fallen nicht auf eine gerade Linie. Fiir Glutathionkonzentra- 
tionen unterhalb etwa 1,2 mg/ccm liegen die gefundenen Werte zu tief, 
bei héheren Konzentrationen zu hoch. Die Abweichungen gehen in die 
entgegengesetzte Richtung und sind vor allem auch wesentlich gering- 
fiigiger, als wir in ahnlichen Versuchen, wo ohne Kaliumjodidzusatz 
titriert wurde, fanden. Wir fiihren die Abweichungen auf nicht optimale 
Titrationsbedingungen zuriick. Wollen wir die bei jeweils verschiedenen 
Glutathion- und Methylglyoxalkonzentrationen vorhandenen Mengen 
an freiem —SH genau bestimmen, so miissen wir die unstéchiometrischen 
Titrationsverhaltnisse beriicksichtigen. Zu diesem Zwecke trugen wir 
die Abweichungen der (ohne Methylglyoxal) gefundenen Titrationswerte, 
von den fiir die bekannten Glutathionmengen berechneten, als Funktion 
des jeweils gefundenen Titers auf. Die so erhaltene Kurve gab uns fiir 
jeden gefundenen Wert eine Korrektur, die den gefundenen Jodverbrauch 
auf den stéchiometrischen Jodverbrauch, d.h. auf die vorhandene 
Glutathionmenge, umzurechnen erlaubte. Bei der Anwendung dieser 
Korrekturen machen wir, das mu8 hervorgehoben werden, die Annahme, 


! Als bis-Dinitrophenylhydrazon bestimmt. 
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daB die Titration des in Gegenwart von Methylglyoxal frei verbleibenden 
Glutathions gleiche Werte liefert wie in reiner Glutathionlésung. Die 
so korrigierten Werte sind in Tabelle III in Klammern gegeben. Aus 
diesen Zahlen berechnen sich die vorhandenen Mengen an freiem 
Glutathion und daraus die Mengen an gebundenem Glutathion. 


Tabelle IV. 














Anfangsgehalt Endgehalt 
GSH Methylglyoxal | Freies GSH | Methylgivoxal | (oni K 
Millimol Millimol | Millimol | Millimol | Millimol 
0,815 662 | 0,264 6,07 0,551 | 2,92 
188 || 0,179 12.7 0,636 | 357 
26,5 0,114 25,8 0,701 | 4,20 
| | (3,60) 
1,63 6,62 0,66 5,65 0972 | 3,84 
13,3 0,39 12,1 1,24 3,80 
26,5 0,26 25.1 137 || 476 
53,1 0,18 51,6 145 || 640 
| | | (4,70) 
3,26 6,62 1,74 510 | 152 | 5,85 
13,3 1,20 13 | 206 | 658 
25 | 0,57 238 | 269 || 5,06 
53,1 0.26 501 | 300 | 4,33 
| (5,44) 
6,52 6,62 3,92 402 | 260 || 6,05 
133 || 247 92 | 405 | 5,60 
26,5 1,56 21,5 49% =i 6,77 
531 091 75 =| «(Bet | 770 
| | (7,08) 
18,04 6,62 9,84 3,42 320 | 105 
13.3 7,99 8,25 5,05 13.2 
26.5 3.32 16,8 972 8.76 
53,1 1,92 42.0 111 7,20 
(9,02) 


Mit welcher Reaktion haben wir es hier zu tun? Theoretisch kénnte 
ein Molekiil Methylglyoxal unter Merkaptalbildung bis zu vier Molekilen 
Glutathion binden. Zur Feststellung der tatsichlichen Reaktions- 
ordnung berechnen wir aus den erhaltenen Daten die Dissoziations- 
konstanten unter Annahme einer einfachen bimolekularen Reaktion 

1 —c)(b—c : 
nach der Formel K = (a M( ) wo a und 6 die gesamten vor- 
c 
handenen Glutathion- bzw. Methylglyoxalmengen bedeuten, ¢ die 
Konzentration der gebildeten Verbindung. Die so berechneten Kon- 


13* 














196 J. O. Girsavicius u. P. A. Heyfetz: 


stanten sind in Tabelle IV, zusammen mit den in Millimol umgerechneten 
Glutathion- und Methylglyoxalkonzentrationen, angegeben. Wie man 
sieht, zeigen die Konstanten einen betrichtlichen Gang, so daB bei 
erhéhter Glutathionkonzentration die Dissoziation relativ gréBer ist 
bzw. die Bindungsreaktion relativ weniger weit fortschreitet als bei 
niedrigeren Konzentrationen. Erhéhung der Methylglyoxalkonzentration 
hat bei den niedrigeren Glutathionkonzentrationen denselben EinfluB, 
bei héheren Glutathionkonzentrationen bewirkt sie keinen eindeutigen 
Gang. 


Zahlen, die mit den unseren ungefiihr vergleichbar sind, geben Platt 
und Schroeder. Um einen direkten Vergleich ihrer Ergebnisse mit den 
unseren zu erméglichen, bringen wir in Tabelle V Platt und Schroeders 
Werte in Millimol umgerechnet, sowie die sich daraus berechnenden bi- 
molekularen Dissoziationskonstanten. Die aus Platt und Schroeders Zahlen 
berechneten Konstanten liegen héher (bei der héheren Glutathionkonzentra- 
tion auf das Doppelte héher) als die unseren. Die GesetzmaBigkeiten sind 
jedoch die gleichen, indem Erhéhung der Glutathionkonzentration die 
Konstanten stark erhéht, Erhéhung der Methylglyoxalkonzentration 
dagegen nur bei niedriger Glutathionkonzentration einen wesentlichen 
EinfluB ausiibt. Uber die Reaktionsbedingungen machen die Autoren 
keine niheren Angaben, doch findet bei ihnen die Reaktion in Abwesenheit 
von Puffer also wohl in saurer Lésung statt. (Den Einflu8 der Ionen- 
konzentration auf die Lage des Gleichgewichts haben wir noch nicht 
untersucht. Fiir die Analyse des py-Einflusses auf die Glyoxalasewirkung 
diirfte diese Frage groBe Bedeutung haben.) 











Tabelle V. 
Anfangsgehalt ce aa Endgehalt i 

GSH | Methyiglyoxal | Freies GSH wametanoieal aa’ all K 

Millimol Millimol Millimol Millimo Millimol 

0,814 | 22,2 0,159 21,6 0,655 5,24 
| 55,6 0,108 54,8 0,706 8,34 

6,52 22,2 2,74 18,4 3,78 13,4 
55,6 1,49 50,5 5,03 15,0 


Hatten wir es mit Reaktionen héherer Ordnung zu tun, etwa mit 
der Bindung zweier Glutathionmolekiile durch ein Molekil Methyl- 
glyoxal, so ware der Gang der Konstanten gerade entgegengesetzt dem 
gefundenen. Diese Erklirung entfallt also. Ebenso wiirde die Fort- 
lassung der oben erwaihnten Korrekturen den Gang der Konstanten 
bloB erhéhen. Vorlaufig kénnen wir fiir diesen Gang, der z. B. bei 
16facher Erhéhung der Glutathionkonzentration den Durchschnitt 
der Konstanten auf das 2!/,fache steigen laBt, keine Erklarung geben. 
Dennoch glauben wir die SchluBfolgerung ziehen zu diirfen, daB sich 
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beim Zusammenbringen von Methylglyoxal und Glutathion im wesent- 
lichen eine Reaktion abspielt, an der sich jeweils ein Molekiil beider 
Stoffe beteiligt. Reaktionen héherer Ordnung kénnen, wenn iiberhaupt, 
nur in ganz untergeordnetem AusmaB eintreten. 


Zusammenfassung. 

Es wird die zwischen Methylglyoxal und reduziertem Glutathion 
in wasseriger Lésung stattfindende Reaktion jodometrisch (Sulfhydryl- 
abnahme) untersucht. Die Reaktion fiihrt zu einem Gleichgewichts- 
zustand, der sich in der Nahe des Neutralpunktes rasch einstellt, dabei 
aber auch durch stérende Einfliisse (Verdiinnung, Jodzusatz) schnell 
verschoben wird. In saurer Lésung verlaufen die beiderseitigen, das 
Gleichgewicht bestimmenden Reaktionen stark verlangsamt. Die 
Lage des Gleichgewichts bei verschiedenen Anfangskonzentrationen an 
Glutathion und Methylglyoxal lat auf eine Reaktion schlieBen, an der 
sich jeweils ein Molekiil beider Stoffe beteiligt. Die so berechneten 
Dissoziationskonstanten zeigen einen gewissen Gang, der jedoch nicht 
auf Reaktionen héherer Ordnung zu schlieBen erlaubt. 














Blutgasanalysator mit Filterzelle. 
Von 
J. Plesch. 
(Eingegangen am 13. Dezember 1934.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Wenn wir unter den nétigen Kautelen kleine Mengen von Kérper- 
fliissigkeiten unter Quecksilber in Filterpapier aufsaugen lassen und 
dann evakuieren, so werden von dieser kapillaren Schicht die in der 
Fliissigkeit gelésten Gase befreit und die F'liissigkeit verdampft. Dies 
Gemisch von befreiten Gasen und Wasserdampf wird in einer MeB- 
pipette aufgefangen und analysiert. Die nicht verdampfte Flissigkeit 
wird vom Filterpapier zuriickgehalten und so bei der Analyse eliminiert. 

Diese Art der Analyse bietet einige Vorteile, die wir bei den bisherigen 
Methoden vermissen. Es wird zunachst die Bildung einer Saéule von 
Wasser, Serum oder dergleichen iiber dem Quecksilber verhindert 
und eine genaue Ablesung erméglicht. Das unangenehme Aufschiumen 
des Blutes wird ohne Zusatz von Chemikalien vermieden. Die Ent- 
gasung der geschaffenen kapillaren Fliissigkeitsschicht ist unvergleichlich 
schneller vollkommen als die von dicken Fliissigkeitsschichten, bei 
denen die vollstandige Entgasung der tiefliegenden Fliissigkeitsteilchen 
durch den von der dariiberliegenden Fliissigkeit geschaffenen hydro- 
statischen Druck verhindert wird. (Selbst das héchste Vakuum an der 
Oberfliche kann zu keiner vélligen Entgasung fiihren, wenn der 
Druck in den tieferen Lagen 1 bis 2cm Wassersiule betragt.) 

Die vollkommene Trennung von Fliissigkeit und Gas erlaubt die 
Verwendung von engen Sammelpipetten fiir das Gas und so kénnen 
auch schon kleinste Fliissigkeitsmengen analysiert werden. Auch die 
Absorption erfolgt in der kapillaren Filterschicht griindlich, einfach 
und schnell. Da wahrend der Messung das Gas nur mit Quecksilber 
in Beriihrung ist, kommt keine Riickabsorption in Frage. Den Vorschlag, 
Filterpapier zu verwenden, habe ich in einer friiheren Publikation! 
bereits niedergelegt und seither soweit ausgebaut, daB es nunmehr ge- 
lungen ist, einen auf seinen Gedanken aufgebauten Apparat fertigzu- 
stellen?. 

Wir haben uns bei der Konstruktion bemiiht, den Apparat so zu 
gestalten, daB jeder Schritt der Analyse durch Wiederholung kontrolliert 


1 Klin. Hamodynamik, Wien. klin. Wochenschr. 1929, Nr. 45 u. 46. — 
2 Der Apparat ist bei Bleckmann & Burger, Berlin, AuguststraBe 3a, 
erhaltlich. 
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werden kann, so dal die Geschicklichkeit des Analytikers die MeB- 
resultate kaum zu beeinflussen vermag. Als erste Konsequenz dieser 
Forderung haben wir eine Quecksilberdampfstrah]pumpe zur Herstellung 
des Hochvakuums benutzt. Bei der Handevakuierung ist ein Hahn- 
abschluB an der héchsten Stelle des zu evakuierenden Gasraumes 
notig, was natiirlich die genaue Abmessung der Restgasmenge unméglich 
macht. Die im Fett des obersten Hahnes gelésten gasférmigen Stoffe 
k6énnen weder entfernt noch gemessen werden, 
da sie bei jedem Hochgehen des Quecksilbers 


von neuem in das Hahnfett eingetrieben und 0 

beim Heruntergehen aus diesem heraus- 

gedampft werden. 100 
Auch das Problem der Einbringung des ( 

Blutes und der Reagenzien wurde bei diesem 1000 


Apparat ziemlich weitgehend revidiert. Wir 
haben vor allem eine solche Einfiillmethode 
angestrebt, bei welcher die Fliissigkeiten 
unter einem geniigend hohen Druck eingefiillt 
werden, um Blasenbildung nicht aufkommen 
zu lassen. Noch wichtiger ist, da die 
Fliissigkeiten bei der Einfiillung weder mit 
Schliffen noch mit Hahnen oder Gummi in 
Beriithrung kommen. 

Um die Gasmengen weiter genauer be- 
rechnen zu kénnen, wird statt der indirekten 
Methode — der Bestimmung des Dampf- 
druckes aus der Temperatur —— dieser Druck 
direkt gemessen. 

















A. Der Apparat. | 


1. Das Prinzip. Das Prinzip soll an 
Hand der Abb. 1 erlautert werden. Der eigent- 
liche Analysator besteht aus dem Zellgehause a 
und aus der MeBpipette 6. Letztere ist an Abb. 1. 
ihrem oberen Ende verschmolzen, da Zell- 
gehiuse und MeSpipette iiber den unten angebrachten Saugstutzen 
(11, Abb. 5) am Zellgehause evakuiert werden kénnen. Das Zellgehiuse 
ist nach unten mit einem Schliff verschlossen und in diesen Schliff ist die 
Einfiillkapillare eingeschmolzen. Das obere Ende der Einfiillkapillare 
ragt in einen oben mit Filterpapier abgedeckten Glaszylinder, die ,,Filter- 
zelle‘‘, hinein. Diese Zelle (d) ist in Abb. 2 gesondert dargestellt. Sie besteht 
aus einem Glasrohr m, welches durch ein gut saugfahiges Filterpapier n 
abgedeckt ist. Wir benutzen 0,1 mm dickes, glattes, leimfreies Filterpapier. 
Schottsche Filter, Tonzellen oder ahnliche feinkérnige Filter kénnen auch 
in Frage kommen, doch hat sich fiir uns das Filterpapier am besten bewahrt. 
Die Scheibe Filterpapier wird mit einem nichtrostenden elastischen Stahl- 
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drahtring o festgehalten. Um Falten und Luftsicke zu vermeiden, wird 
das Papier nach Art der Abb. 3 ausgezackt. 

2. Analyse. Zunachst wird das ganze aus MeBpipette, Zellgehiuse und 
Finfiillkapillare bestehende Aggregat, der eigentliche Analysator, evakuiert. 
Ist das Hochvakuum erreicht, so wird dieser Analysator iiber seinen Saug- 
stutzen mit Quecksilber gefiillt. Der Druck des Quecksilbers in dem so 
gefiillten Aggregat 1a8t sich in einer noch naher zu beschreibenden Weise 
bequem regulieren. Diese Regulierung ist zur Einfiihrung der zu analy- 

sierenden Fliissigkeit in den Apparat erforderlich. Ist 

a der Druck so eingestellt, daB er am unteren Ende der 

“0  Kinfiillkapillare ungefihr der Atmosphire gleichkommt, 

7 so wird aus der Kapillare auch dann kein Quecksilber 

ey ausflieBen, wenn die bislang mit einem entsprechenden 

Kautschukpfropfen verschlossene Offnung frei ist. Durch 

Einschaltung des Hahnes g zwischen den Me- und 

Pumpenteil, sind wir in die Lage versetzt, beliebig 

langsam den Druck im Apparat zu erniedrigen und so 

das Blut langsam und sicher in die Kapillare auf- 

Y zusaugen. Die Kapillare ist kalibriert und laBt die auf- 

<— 200 gesaugten Volumina genau ablesen. Beim Einfiillen 

Abb. 2. mu8 man darauf bedacht sein, die zu analysierende 

Fliissigkeit auch von unten wieder mit Quecksilber ab- 

zusperren. Man mu8 also, nachdem die gewiinschte 

Menge Blut in der Kapillare aufgesaugt ist, wieder etwas 

Quecksilber nachsaugen. Dadurch wird nicht nur er- 

reicht, daB die Fliissigkeit nicht mehr mit Luft in Be- 

riuhrung kommt, sondern, daB man quantitativ die 

Fliissigkeit in den Analysator bekommt. Andererseits 

Abb. 3. ist durch den leicht regulierbaren Druck, falls man 

zuviel aufgesaugt hat, auch der Uberschu8 wieder 

herauszudriicken. Dadurch wird eine groBe Freiheit bei der genauen 
Abmessung der zu analysierenden Fliissigkeit gewahrt. 


Saugt man nun weiter Quecksilber durch die Einfiillkapillare, so gelangt 
das Blut usw. in das Innere der Filterzelle d bis zur Filterscheibe n, wo es 
aufgesaugt und ganz zuriickgehalten wird. Verschlie3t man nun das Ende 
der Einfiillkapillare und saugt man das Quecksilber durch den Saugstutzen 
am Hahn g des Zellgehiuses aus dem Aggregat wieder heraus, so wird 
die im Filterpapier zuriickgehaltene Fliissigkeit entgast. . 

Um eine restlose Evakuierung zu erméglichen, ist der Hahn c zwischen 
Pipette und Zellgehause eingeschaltet. Treibt man das bereits freigewordene 
Gas durch diesen Hahn in die Pipette und saugt das Quecksilber aus dem 
Zellgehiuse nach Abschlu8 des Hahnes c wieder ab, so wird ein weiterer 
Teil der Blutgase aus dem Filterpapier befreit. Diese bei Wiederholung des 
Vorganges stetig abnehmenden Gasmengen werden in der Mefpipette gesammelt, 
bis kein Gas mehr entweicht. Die Entgasung ist vollendet, wenn in der Pipette 
keine Druckzunahme mehr erfolgt. Im Zellgehiuse befindet sich dann im 
wesentlichen nur der Dampf der (Serum-) Fitissigkeit, also hauptsachlich 
Wasserdampf. 

Die Reagenzien werden genau so eingefillt, wie die zu analysierende 
Flissigkeit. Vor der Absorption miissen diese aber ebenfalls entgast werden. 
Die hier abgesonderten Gase werden in eine Hilfspipette (s. unten) abge- 
schoben, um den Gasgehalt in der Me8pipette nicht zu falschen. 
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Behufs der Gasabsorption verbindet man durch entsprechende Stellung 
des Hahnes c das Zellgehaiuse a mit der MeBSpipette 6. Ein groBer Teil der 
Gase dringt jetzt durch die Filterscheibe nm in das Innere der Zelle, wobei 
der entsprechende Gasanteil gebunden wird. Durch Hochtreiben des 
Quecksilbers wird das Gas wieder durch das Filter in die Pipette getrieben, 
wo es sich mit dem Restgas vermischt. Diesen Vorgang wiederholt man 
so lange, bis die Absorption beendet ist, d. h. bis keine Druckverminderung 
in der Pipette mehr entsteht. 

Die Absorption in dieser Art ausgefiihrt, ist deshalb schneller und 
intensiver, weil das Gas durch die Absorptionsfliissigkeit gepreBt wird 
und intensiv mit dieser in Beriihrung kommt. Wahrend der Absorption 
wird der Druck im Zellgehause erhéht, so daB auch ein Teil des nicht ge- 
bundenen Gases in dem Filterpapier reabsorbiert wird. Um dieses Gas wieder 
zu befreien, muB8 man genau so vorgehen, wie bei der Entgasung des Blutes. 
Die Filterscheibe ist restlos entgast, wenn bei Wiederholung der Manipulation 
der Druck in der Pipette nicht mehr steigt. 

Der Partialdruck der kondensierbaren Daimpfe wird im allgemeinen 
in der Gasanalyse aus der Temperatur auf Grund der Annahme berechnet, 
daB es sich um gesittigten Wasserdampf handelt. Wir halten die Be- 
rechnung auf dieser Grundlage deshalb nicht fiir angebracht, weil 1. sich 
der Dampfdruck des Wassers in einer sehr steilen Kurve iiber der Tem- 
peratur andert (bei Zimmertemperatur betrigt die Dampfdruckzunahme 
1mm Hg pro Grad C) und eine genaue Temperaturmessung in der Pipette 
schwierig ist, 2. durch stets vorhandene, geliéste Substanzen (Salze, Reagen- 
zien und Schmutz) der Wasserdampfdruck in einem variablen und un- 
bekannten Mae herabgesetzt wird und 3. auch wasserunlésliche Dampfe 
in der Pipette vorhanden sein kénnen. 

Wir haben es vorgezogen, den Dampfdruck direkt zu messen. Dazu 
geniigt es, den Druck im Eudiometer bei zwei verschiedenen Volumen- 
marken abzulesen. Mit Hilfe dieser zwei Ablesungen wird der Druck der- 
jenigen Bestandteile des Gasinhaltes, welche dem Boyle-Mariottschen 
Gesetz folgen (permanente Bestandteile), von dem Druck der gesattigten 
Dampfe getrennt’. 

3. Die Messung des Druckes in der Pipette. Bei der Verwendung einer 
Diffusionspumpe ist die Messung des Druckes in der Pipette besonders 
bequem, weil man in dem anderen Schenkel des Manometers ein sicheres 
Vakuum hat und so vom Barometerdruck unabbangig ist bzw. man sich 
nicht darauf verlassen mu8, daB das Vakuum iiber dem Quecksilber im 
Vergleichsschenkelrohr wihrend der Analyse sich nicht verindert hat. So 
lange die Diffusionspumpe lauft, ist der Druck im Vergleichsschenkel des 
Manometers 10 unserer Anordnung selbst bei kleinen Undichtigkeiten zu 
vernachlassigen, so da8 der absolute Druck in der Pipette sich unmittelbar 
aus dem Saulenunterschied des Quecksilberstandes in den beiden Manometer- 
schenkeln ergibt. Die Genauigkeit, mit der dieser Sdulenunterschied gemessen 
wird, bestimmt im wesentlichen die Genauigkeit der Analyse. Die in Betracht 








1 Diese Rechnung ist nur in dem auBergewohnlichen Falle nicht ganz 
zutreffend, wenn eine so kleine Menge eines kondensierbaren Dampfes im 
Apparat ist, daB trotz wiederholter Nachevakuierung dieser Dampf nur 
bei der kleineren der beiden Ablesungsvolumina kondensiert und in der 
Umgebung der zum gréBeren Volumen gehérigen Ablesung noch _ per- 
manent ist. 
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kommenden Niveaudifferenzen betragen bei dem Apparat 20 bis 300 mm. 
Da der Anteil eines Gases in einem Gasgemisch proportional der Differenz 
zweier solcher Niveaudifferenzen ist und diese Differenz ebenfalls zwischen 
20 und 300 mm schwankt, ist die Genauigkeit bei Verwendung eines Katheto- 
meters sehr groB. So kann man noch die 2. Dezimale der mm-Ablesung 
gut schaétzen, was einem Ablesungsfehler von héchstens 0,1. mm ergibt. 
Es wird also selbst bei den kleinsten Gasmengen der Ablesungsfehler nicht 
mehr als 0,5% des Wertes betragen. In den meisten Fallen geniigt die Ab- 
lesung mit der Spiegelskala. 

4. Beschreibung des Apparates. Der komplette Apparat ist in Abb. 5 
dargestellt. Der eigentliche Analysator ist an seinem Saugstutzen mittels 
des Hahnes g an die Hilfsapparatur angeschlossen. Diese ist im wesentlichen 
eine Art von Mac Leod-Manometer. Das Manometer besteht aus der 
Vorratskugel 1 und dem von ihrem Boden ausgehenden Steigrohr 10. 
Dieses Rohr enthalt die Falle mit der Abzweigung 11 und dem Hahn g, 
die dem Steigrohr parallel geschaltete MeBkapillare mit demselben Quer- 
schnitt wie die Pipette b (zur Eliminierung des durch die Kapillardepression 
hervorgerufenen Fehlers) und einen Schwimmer am oberen Ende des Steig- 
rohres 10, welcher verhindert, daB Quecksilber in die Diffusionspumpe 
hiniiberflieBt. Weiter sind einige Hahne, die zur Bedienung der Vorvakuum- 
pumpe und der Druckregulierung in der Mac Leod-Kugel dienen und 
schlieBlich ein Manometer zur Messung des Druckes im Vorvakuumraum 
vorhanden. 

Der Hahn g hat eine T-férmige Bohrung und dient zur Regulierung 
des Quecksilberdruckes im Analysator. Der Lingsbalken und der eine 
Querbalken dieses T sind weit, der andere Querbalken ist so eingeengt, 
daB seine Durchlassigkeit dem einer Offnung von 0,1 mm Durchmesser 
entspricht. Da ein so enges Lumen glastechnisch in einer Hahnbohrung 
schwer herzustellen ist, haben wir das Glas nur auf etwa 0,3 mm ausziehen 
lassen und die Bohrung zum gréBten Teil mit einem eingelegten Draht- 
hakchen aus nichtrostendem Stahl gefiillt, so da8 nur ein schmaler, der 
engen Bohrung aquivalenter Spalt geblieben ist. Diese Drosselung erlaubt 
bei Druckunterschieden von einigen cm Hg den Durchtritt von nur etwa 
0,01 cem Hg in der Sekunde, so da8 die Einfiillung des Blutes und der 
Reagenzien in einem sehr leicht zu beherrschenden Tempo erfolgen kann. 


“Die Hochvakuumpumpe ist mit ihrem Saugstutzen an das obere Ende 
des Rohres 10 angeschlossen. Wir benutzen zur Herstellung des Hoch- 
vakuums eine gewéhnliche Diffusionspumpe, wie sie allgemein in Labora- 
torien gebrauchlich ist. Die Diffusionspumpe darf nicht mit Gummi- 
schlauchen mit dem Analysator verbunden werden, sondern nur mit weiten, 
verblasenen oder gut gedichteten (Picein) Glasréhren. Da die Diffusions- 
pumpe nicht unmittelbar in die Atmosphare auspuffen kann, mu8 an ihren 
Druckstutzen noch eine zweite Pumpe angeschlossen werden. Diese soge- 
nannte ,,Vorvakuumpumpe“ braucht natiirlich nicht so tiefe Drucke her- 
zustellen wie die Diffusionspumpe, sie mu aber fahig sein, das abgesaugte 
Gas bis auf Atmospharendruck zu komprimieren. Die Diffusionspumpe 
komprimiert je nach ihrer Stufenzahl auf 1 bis 20 mm Hg, so daB als Vor- 
vakuumpumpe bei mehrstufigen Diffusionspumpen eine Wasserstrahl- 
pumpe, bei ein- bis zweistufigen eine Glpumpe Verwendung finden soll. 
Wir haben einen Vorvakuumraum von etwa 2 Liter Inhalt an der Hinter- 
wand des Apparates angebracht, um von der Vorvakuumpumpe unab- 
hangiger arbeiten zu kénnen. Die Vorvakuumpumpe wird auch zur 
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Steuerung des Druckes in der Mac Leod-Kugel 1 verwendet und macht 
so Schlauchverbindungen in der Quecksilberleitung entbehrlich. Zur 
Anderung des Druckes in der Mac Leod-Kugel ist ein Stutzen am oberen 
Teil der Kugel angebracht, welcher iiber den Dreiweghahn 12 einerseits 
mit der Kapselpumpe, andererseits mit einem LufteinlaB verbunden ist. 
Stellt man den Hahn 12 so, daB er den Luftraum iiber dem Quecksilber in 
der Mac Leod-Kugel mit der Vorvakuumpumpe verbindet, dann wird das 
Quecksilber aus dem Analysator und dem Steigrohr 10 in die Mac Leod- 
Kugel hiniibergesaugt. Lat man dagegen atmosphirische Luft durch den 
Hahn 12 in die Kugel eintreten, so steigt das Quecksilber im evakuierten 
Analysator und im Rohr 10 hinauf. In dem Luftweg befindet sich zwischen 
Kugel und Stutzen 5 des Hahnes 12 ein Quetschnahn, welcher eine Fein- 
regulierung des Zu- bzw. Ablassens der Luft erméglicht. 


SchlieBlich sei noch der zur Entleerung des Apparates dienende AblaB- 
stutzen 9 erwahnt. 


B. Handhabung des Apparates. 


1. Instandsetzung. Die Sduberung der Giasteile erfolgt nach den iiblichen 
Methoden. Wir trocknen die nassen Teile mit Alkohol und Ather, wobei 
wir statt des teuren Athylalkohols das billigere Methanol verwenden. Das 
Fetten der Hahne erfordert nur bei den Hahnen c und g einige Sorgfalt. Die 
iibrigen haben mit der eigentlichen Analyse nichts zu tun und selbst fiihlbare 
Undichtigkeiten wiirden die Analyse nicht stéren. Der Hahn g wird nur an 
beiden Enden gefettet, um nach auBen zu dichten. Ist die Hahnbohrung 
mit Quecksilber umgeben, so ist der Schliff auch dann, wenn er in der Mitte 
fettfrei ist, dicht genug. Dagegen mu8 der Hahn c sorgfaltig und diinn 
gefettet werden. Es mu8 vermieden werden, daB Fett die Bohrung verengt, 
sonst wird die Evakuierung erschwert. 

Die Quecksilbermenge, welche in die Kugel 1 zu fiillen ist, mu8 etwas 
groBer sein als der gesamte Fassungsraum vom Zellgehiuse, MeB pipette 
und Steigrohr 10 bis zum Schwimmer betragt. Bei unserem Apparat ge- 
niigen etwa 100cem. Man kann das Quecksilber entweder durch den 
AblaBstutzen 9 einfiillen oder es durch ein leichtes Evakuieren der Kugel 1 
iiber die Einfiillkapillare e einsaugen. 

Um mit der Analyse beginnen zu kénnen, muB8B die in Abb. 5 rechts 
vom Hahn g liegende Hilfsapparatur evakuiert sein. Zur Evakuierung 
dieses Teiles wird zunachst der Hahn g mit Quecksilber gedichtet. Zu 
diesem Zwecke wird mit einem Gummiballon, der auf den Stutzen 12 
adaptiert wird, ein Uberdruck von etwa 10cm Hg in der Kugel | erzeugt. 
Dazu wird der Hahn g so gestellt, daB die Stutzen durch die weite Bohrung 
des Hahnes verbunden sind (im folgenden werden wir dies als ,,auf weit 
gestellt‘‘ bezeichnen). Infolge des erzeugten Uberdruckes steigt das Queck- 
silber im Steigrohr 10 und im Stutzen 11 der ,,Falle“ hoch, fiillt die Bohrung 
des Hahnes g und gelangt in den Saugstutzen des Zellgehiuses a. Hat das 
Quecksilber die Hahnbohrung g iiberstiegen, so wird der Hahn 2 geschlossen 
und der nunmehr mit Quecksilber gedichtete Hahn g um 180° gedreht. 


Jetzt kann man mit dem Evakuieren des Steigrohres*10 beginnen, 
wobei das Quecksilber bis zum Schwimmer hinaufgesaugt wird. Ist dies 
erreicht, so wird durch Umschaltung der Hahne 3 und 2 die Luft aus der 
Kugel 1 entfernt, so daB das Quecksilber wieder in die Kugel hineindringt. 
Dabei werden die Rohre 10 und 11 bis unterhalb ihrer Vereinigungsstelle, 
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die als Falle dient, frei. Ist der Druck im Vorvakuumraum hoher, als es der 
Betrieb der Diffusionspumpe erfordert, so mu dieser Raum durch die 
Hahne 3 und 4 mit der Vorvakuumpumpe verbunden und evakuiert werden. 
SchlieBt man jetzt alle Haihne und stellt die Vorvakuumpumpe ab, so ist 
der Hilfsapparat in dem Zustande, den er vor und nach jeder Analyse haben 
soll. Die bisher beschriebenen Vorbereitungen dienen als Vorbereitung auf 
den dauernden Gebrauch und sind nur nach einer Generalreinigung des Apparates 
zu wiederholen. 


2. Die Analyse. Die Zelle wird mit dem Filterpapier versehen, wobei 
zu beachten ist, daB bei gréBeren Blutmengen entsprechend mehr Filter- 
papier benétigt wird. Man schneidet sich dafiir einen 1,5 bis 2 cm breiten 
und 5 bis 10cm langen Streifen, rollt ihn locker zusammen und setzt ihn 
aufrecht in die Filterzelle. Die Rolle wird durch eine Drahtspirale aus 
nichtrostendem Stahl, die auf die Kapillare e geschoben wird, obengehalten. 
Die Drahtspirale iiberragt die Kapillare um einige Millimeter und ist an 
ihrem Ende als Querbalken abgebogen, um die Filterrolle zu halten. Da 
von den Reagenzien viel geringere Mengen gebraucht werden als vom Blut 
(auf 0,2cem Blut je etwa 0,02cem KOH bzw. 
Pyrogallat), braucht die Filterrolle nur beim Auf- 
saugen des Blutes benutzt zu werden. Die Zelle 
wird mit der Filterscheibe abgedeckt, die wie be- 
schrieben mit dem Drahtring o an die Zelle fest- 
geklemmt wird. 


Das aus der Einfiillkapillare e, Schliff 7 (Abb. 5) 
und der vorbereiteten Zelle bestehende Teil wird dann 
in das Zellgehiuse eingesetzt. Hierbei mu man 
darauf achten, daB die geeichte Skala der Einfiill- 
kapillare nach vorn steht. Die Ablesung der ein- 
gefiillten Blutmenge ist so bequemer, doch ist es dabei 
wichtiger, daB dadurch die Lage der Einfiillkapillare 
stets dieselbe ist. Dies ist deshalb von Bedeutung, 
weil es glastechnisch unmédglich ist, die Spitze der 

Abb. 4. Einfiillkapillare genau in die Achse des Schliffes 7 

zu bringen. Verschiedenen Stellungen der Einfiill- 

kapillare entsprechen deshalb verschiedene Lagen ihrer unteren Spitze, was 

ein standiges Nachstellen der Einspannvorrichtung fiir den Becher (Abb. 4) 
nétig machen wiirde. 


Nach dem Einpassen wird der Schliff 7 mit Quecksilber gedichtet. 
Bevor mit der Evakuierung begonnen wird, mu8 das Ende der Einfiill- 
kapillare verschlossen werden. Dies geschieht durch leichtes Andriicken 
eines Gummipfropfens, der in dem verstellbaren Einfiillbecher, Abb. 4, 
angebracht ist. Dieser Becher besteht aus zwei miteinander kommuni- 
zierenden Rohren, von welchen eines einen engen und eines einen weiten 
Querschnitt hat. Das enge Rohr ist der Handlichkeit halber in die Mitte 
des weiten Rohres eingeschmolzen. Die zwei Rohre kommunizieren durch 
mehrere Offnungen etwas oberhalb der Einschmelzstelle des inneren Rohres. 
Das innere Rohr muB8 deshalb eng sein, damit schon geringe Blutmengen 
eine verhaltnismaBig hohe Saule ergeben, was das Einsaugen des Blutes 
erleichtert. Das auBere Rohr ist weit. So kénnen gréBere zum Nachschieben 
des eingefiillten Blutes nétige Quecksilbermengen ohne gréBere Niveau-, 
d.h. Druck-schwankungen, entnommen werden. Das mittlere Rohr ist 
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nach unten offen und wird durch einen Gummipfropfen verschlossen. 
Der Becher ist in eine verstellbare Einspannvorrichtung eingeklemmt, 
welche erlaubt, daB 1. der Becher 


in einer horizontalen Ebene so Feu Sastre 
verstellt wird, daB8 er konzen- ||| Dfusionspumpe 

trisch mit der Kapillare liegt, 

2. daB er um eine vertikale (3 

Achse ausgeschwenkt werden | iI 

kann, um das Kapillarende beim Ty, ? 


Einfiillen der Reagenzien frei 
zu geben und 3. daB es lings 
einer vertikalen Achse auf und 
ab bewegt werden kann. Die 
Einspannvorrichtung  arbeitet . M 
mit so viel Reibung, daB der , 
Becher in jeder beliebigen Lage | 
stehenbleibt. Das Auf- und Ab- | 
bewegen geschieht mit einem 
kleinen Friktionsrad, mittels | 


. , 10 
welchem der Gummipfropfen 
an das Kapillarende gedriickt L 
werden kann. Um auch den Tee Wie 


GummiverschluB zu dichten | 
und geniigend Quecksilber zum 


| 
S 








Nachschieben zu haben, wird, “oe i 
bevor mit der Evakuierung be- i | | 

; - ha 58 
gonnen wird, das Becherchen $_104 | 
zur Halfte mit Quecksilber ge- | g me , 
fiillt. So ist der Apparat gegen | }-! Mi te atom 
die AuBenluft verschlossen und =| $1000 7 


die Evakuierung auch des Ana- 


. zum Oruckstutzen der 
lysators kann beginnen. . a 


Difusionspumpe 
Zunichst wird die Vor- | gD zum Saugstutzen der 
vakuumpumpe in Gang gesetzt 
und durch entsprechende Stel- 
lung des Hahnes 3 (Abb. 5) 
mit der Diffusionspumpe ver- 
bunden. Es ist empfehlenswert, 
um Zeit zu gewinnen, schon 
gleichzeitig mit der Kapsel- 
pumpe die Diffusionspumpe in 
Gang zu bringen, da das An- 
heizen der Diffusionspumpe 
einige Minuten beansprucht. 
DurchVerschlieBen des Hahnes 4 
wird der Vorvakuumraum vom 
Apparat getrennt und danach 
der Hahn g ,,eng gestellt‘’ ge- Abb. 5. 
6ffnet. So driickt die im Zell- 
gehause befindliche Luft das iiber dem Hahn g stehende Quecksilber in das 
Rohr 10 bis unterhalb der ,,Falle‘‘ und wird iiber 10 abgesaugt. Der Druck 
im Rohr 10 nimmt hierbei plétzlich zu, weil die Kapillare im Hahn q fiir 
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Quecksilber eine starke, aber fiir Luft nur eine schwache Drosselung be- 
deutet. Damit das Quecksilber im ersten Moment des Luftdurchtrittes 
nicht so weit nach unten gedriickt wird, daB8 Luft in die Mac Leod-Kugel 
hiniiberschlagt, tut man gut, durch VerschlieBen des Hahnes g fiir 1 bis 
2 Sekunden das Uberstrémen der Luft zu bremsen. Ein Ma8 dafiir, wieviel 
Luft aus dem Zellgehiuse bereits entfernt worden ist, gibt das Tempo des 
Ansteigens des Quecksilberniveaus im Rohr 10. Je weniger Luft im Zell- 
gehiuse geblieben ist, desto langsamer steigt das Niveau. Ist der gréBte 
Teil der Luft aus dem Zellgehiuse abgesaugt, so wird der Hahn g auf seine 
weite Offnung gestellt. Natiirlich evakuiert man das Zellgehause bei 
offenem c-Hahn. Ist damit also auch die MeBpipette evakuiert, so schaltet 
man durch Offnen von 4 den Vorvakuumraum ein und beendet das Eva- 
kuieren mit der Diffusionspumpe. 


Das Evakuieren dauert einige Minuten. Man braucht um so weniger 
Zeit, je gréBer die Leistung der Diffusionspumpe, je besser das Vorvakuum, 
je weiter die Rohrverbindungen und je sauberer der Apparat und das Queck- 
silber sind. Da das Evakuieren iiber eine gewisse Grenze hinaus sehr viel 
Zeit in Anspruch nimmt und auch nicht nétig ist, wird es abgebrochen, 
sobald die im Apparat zuriickgebliebene Restgasmenge klein genug ist, 
um vernachlassigt werden zu kénnen. Da am oberen Ende der MeBpipette 
kein Hahn angebracht ist, 14Bt sich diese Restgasmenge tatsaichlich messen. 
Sonst ware dies nicht ausfiihrbar, weil die GréBe der Restluftblase im 
Hahnstutzen nicht ermittelt werden kann. 


Zur Messung der Restgasmenge wird mit Hilfe des Hahnes 2 und des 
Regulierhahnes 6 Luft durch den Stutzen 12 und das Rohr 5 in die Mac Leod- 
Kugel 1 gelassen, wobei das Quecksilber im Rohr 10 hochsteigt. Nach 
Passieren der Mac Leod-Falle sperrt das Quecksilber die im Zellgehiuse 
befindliche Restgasmenge ein und driickt sie in die Pipette!. Wir lassen 
das Quecksilber so lange steigen, bis wir in der Pipette die Marke 10 er- 
reichen, also bis die Restgasmenge auf 10cmm zusammengedriickt ist. 
Der Druck, der hierzu notwendig ist, ist gleich dem Niveauunterschied 
der Saule in der Pipette und im Kapillarschenkel des Rohres 10. Die Rest- 
gasmenge in der Pipette verursacht eine etwas zu groBe Ablesung der zu 
analysierenden Gasmenge, nimlich gerade um so viel gréBer, als die Rest- 
gasmenge betrigt. Wird die Messung der zu analysierenden Gasmenge auf 
der Marke 1000 angefiihrt, was beim Arbeiten mit normalem Blut meistens 
der Fall sein wird, so ist die Restgasmenge gegeniiber dem Zustand, bei 
welchem sie sich bei ihrer Ablesung an der Marke 10 befindet, im Ver- 
haltnis 1000 zu 10cmm expandiert, ihr Druck also der hundertste Teil 
dessen, was an Marke 10 abgelesen wurde. Dabei ist zu beriicksichtigen, 
daB der gréBte Teil des Restgases Wasserdampf ist. Wird die Kompression 
des Restgases iiber Wasserdampfdruck bei Zimmertemperatur getrieben, 
so nimmt der Druck in einem viel schwacheren MaBe zu, als das Restvolumen 
in der Pipette abnimmt. Durch Zusammendriicken des Restgases auf etwa 
lemm kann man sich leicht davon iiberzeugen, wieviel von dem Restgas 


1 Beim gewohnlichen Mac Leod, wo man den Druck im Hochvakuum- 
teil messen will, mu8 das von der Falle gerechnete Volumen des Zellgehauses 
in der Pipette bekannt sein. Da bei unserem Apparat nicht der Druck, 
sondern die Menge gemessen wird, so kann auf die Eichung des Volumen- 
inhaltes verzichtet werden. 
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Waserdampf und wieviel permanent ist’. Zur Entscheidung, ob die Eva- 
kuierung bereits bis zu einem solchen Grade fortgeschritten ist, da8 man 
die Restgasmenge vernachlissigen kann, braucht nur der permanente 
Anteil herangezogen zu werden. Ist sein hundertster Teil kleiner als die 
Ablesungsfehler, so ist eine weitere Evakuierung unnétig. Ist dieser Zustand 
erreicht, so verstellt man die Hahne 2 und 3 so, daB die Vorvakuumpumpe 
die Luft aus der Mac Leod-Kugel entfernt, wobei das Quecksilber wieder 
bis unterhalb der Falle im Rohr 10 gesaugt und die Verbindung des Zell- 
gehaiuses mit der Hochvakuumpumpe freigegeben wird. Das Tempo des 
Steigens und Fallens des Quecksilbers in der Pipette und im Rohr 10 kann 
durch den Regulierquetschhahn 6 bequem eingestellt werden. Will man 
aus einem speziellen Grunde die Genauigkeit noch weiter steigern, so kénnen 
in der Umgebung der Einstellmarken noch Hilfsmarken angebracht werden. 
Diese kénnen als Grundlage einer Eichungskurve dienen, die auch dann 
die genaueste Bestimmung des Gasvolumens erméglicht, wenn die Meniskus- 
kuppe des Quecksilbers nicht genau mit der Eichungsmarke iibereinstimmt. 
Fiir gewohnlich macht dieser Fehler ebenso wie der Fehler durch die Schwan- 
kungen der Meniskushéhe nur 1 bis 2°/59 aus. 


4. Die Einfithrung des Blutes. Ist die Evakuierung beendet, so wird 
das Blut eingefiillt. Dazu la8t man zundchst das Quecksilber im Rohr 10 
etwa bis zur Marke M steigen. Diese Marke liegt 75 cm iiber dem unteren 
Ende & der Einfiillkapillare e, so daB in diesem Zustande der Druck bei k 
etwa atmospharisch ist und auch ohne Verschlu8 kein Quecksilber aus- 
flieBt bzw. keine Luft eintritt. SchlieSt man jetzt den Hahn g und senkt 
das Becherchen f, so ist der Weg in die Einfiillkapillare freigegeben. 


Hat man weniger als etwa 1 ccm Blut zur Verfiigung, so fiillt man es 
am besten unter Paraffin in das Zentralrohr i des Bechers f (Abb. 4). In 
diesem Falle ist es vorteilhaft, das Ende der Kapillare e und das Zentral- 
rohr 7 vor dem Einfiillen des Paraffins gut zu entfetten und leicht mit Wasser 
zu befeuchten. So wird verhindert, da8 das Paraffin das Rohr und das 
Kapillarende benetzt, sonst wiirde statt reinen Blutes ein Gemisch von Blut 
und Paraffin eingesaugt und das Abmessen der Blutmenge gestért. Im 
schmalen Zentralrohr ¢ bildet das Blut eine geniigend hohe Saule, um den 
Stand gut beobachten zu kénnen und zu verhindern, da8 Paraffin mit- 
gesaugt wird. Durch Verstellung des Bechers wird die Kapillarspitze stets 
nahe zum Boden der Blutséule gebracht. Da Blut und Quecksilber un- 
durchsichtig sind, befindet sich am Apparat eine Marke, die den Stand 
der Spitze anzeigt. 


Bei gréBeren verfiigbaren Blutmengen ist das Einfiillen bequemer, da 
an Stelle des Bechers f das Blut direkt aus einem Reagensglas aufgesaugt 
werden kann. Besteht der Verdacht, eine kleine Luftblase eingeschlossen 
zu haben, so wird diese so entfernt, daB das Quecksilber einige Zentimeter 
iiber die Marke M gedriickt und der Hahn g auf ,,eng gestellt‘‘ geéffnet 


1 Es sei beispielsweise die Ablesung bei Marke 10 gleich 10 mm, bei 
Kompression auf etwa 1 cmm gleich 30 mm Hg. Ware der ganze Pipetten- 
inhalt permanent, so ware die Unsicherheit infolge der Restgasmenge 
1/199 von 10 gleich 1/,;, mm, in Wirklichkeit kann aber von den 10 mm nur 
weniger als 3mm (!/,, von 30) permanent sein, also ist die Unsicherheit 
1/9 Von 3 gleich 1/39) mm, also so gering, da8 in diesem Zustand die Eva- 
kuierung ohne weiteres beendet werden kann. 
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wird. Durch AbflieBenlassen einiger Tropfen Fliissigkeit wird die ein- 
geschlossene Luftblase entfernt. 

Zum Einsaugen selbst 1la8t man das Quecksilber einige Zentimeter 
unter die Marke .V fallen und stellt den inzwischen verschlossenen Hahn g 
wieder auf eng, wodurch das Blut langsam in die Kapillare e eingesaugt 
wird. Die eingesaugte Menge wird an der Graduierung der Kapillare ab- 
gelesen. Ist die gewiinschte Blutmenge eingesaugt, so wird der Hahn g 
verschlossen. Wurde aus dem Becher / eingefiillt, so hebt man f soweit, 
daB die Kapillarspitze k wieder in Quecksilber taucht. Nun wird g wieder 
,eng gestellt‘’ geéffnet und so viel Quecksilber eingesaugt, bis die ein- 
gefiillte Blutmenge im graduierten und geeichten Teil der Kapillare zwischen 
zwei Quecksilbermenisken eingeschlossen ist. Nun wird g wieder geschlossen, 
das zu analysierende Blutquantum genau abgelesen, g wieder auf eng 
gestellt geéffnet und Quecksilber so langsam nachgesaugt, daB kein Blut 
an der Wand der Einfiillkapillare e haften bleibt. Die grobe Graduierung 
des Bechers f zeigt die ungefahre Menge des nachgesaugten Quecksilbers 
an. Es mu8 mindestens so viel nachgesaugt werden, als dem Volumen der 
Kapillare e entspricht, um sicher zu sein, da8 das eingefiillte Blutquantum 
in das Zellgehéiuse gelangt ist. Nunmehr wird f soweit gehoben, daB der 
Gummipfropfen das Kapillarende k leicht verschlieBt und g auf weit gestellt. 
Damit ist der ProzeB des Einfiillens beendet. 

5. Die Entgasung des Blutes. Um das Blut zu entgasen, wird das Queck- 
silber aus der Pipette und aus dem Zellgehiuse so weit abgesaugt, da8 das 
nunmehr mit Blut getraénkte Filter frei wird. Dabei mu8 der Saugstutzen 
des Zellgehauses stets mit Quecksilber gefiillt bleiben, weil sonst ein Teil 
der Gase in die Hochvakuumleitung abstrémen und so fiir die Messung 
verloren gehen kénnte. Beim erstmaligen Absaugen des Quecksilbers 
iiberzeugt man sich, ob das obere Ende der Kapillare e frei von Blut ist. 
Ist dies nicht der Fall, so muB man noch weiter Quecksilber aus dem Becher 
nachstrémen lassen. 

Beim ersten Absaugen steigen sehr bald Gasblasen hoch. Es bleibt 
in der MeBpipette noch ein Teil des Quecksilbers hingen, weil der Druck 
der Gasblase im Zellgehaiuse mit der Quecksilbersiule in der Pipette im 
Gleichgewicht steht. La®t man das Quecksilber im Zellgehaéuse vorsichtig 
wieder steigen, so geben die kugeligen Erweiterungen in der Pipette der Gas- 
blase die Méglichkeit, die Quecksilberséule zu durchbrechen. Auf diese Weise 
wird das Gas vom Quecksilber getrennt. Im Filter herrscht in dem Moment, 
wenn das Quecksilber das Filter erreicht, ein Druck von einigen cm Hg. 
DemgemaB ist die im Filter zuriickgebliebene Gasmenge noch betrichtlich 
groB. Um auch diese Gasmenge zu befreien, ist zwischen Pipette und Zell- 
gehiuse der Hahn c eingeschaltet. Ist die erste Portion des Gases in die 
Pipette geschoben, so wird der Hahn c unter Quecksilber verschlossen und 
das Quecksilber im Zellgehiuse soweit gesenkt, bis das mit dem Blut be- 
feuchtete Filterpapier wieder sichtbar wird und die Entgasung des Blutes 
fortgesetzt. Die neue Gasblase wird wieder durch Offnen von ¢ und durch 
Einstrémenlassen des Quecksilbers in die Pipette gesammelt. Fingt sich 
die Gasblase im engen Teil der Pipette oder der Hahnbohrung, so kann 
sie entweder in die untere Pipettenkugel hineingedriickt werden oder durch 
vorsichtiges Heruntersaugen des Quecksilbers im obersten sich verjiingenden 
Ende des Zellgehauses iiber das Quecksilber zuriickgesaugt werden. Kommt 
das Filter bei offenem Hahn c mit dem abgesaugten Gas in Beriihrung, so 
erfolgt natiirlich eine Gasriickabsorption. 
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Wenn sich die Gasmenge nicht mehr andert, ist die Evakuierung 
beendet. Hiervon iiberzeugt man sich, indem man in der Pipette das Queck- 
silber bis zu einer Marke, die der Gasmenge am besten entspricht, hoch- 
steigen la8t und den Druck in der Pipette bestimmt. Andert sich der Druck 
nicht mehr, so ist die Entgasung beendet. Man wird natiirlich die héchste 
Marke wiahlen, bis zu welcher noch das Gas sich zusammendriicken laBt. 

Man kann mit den Kontrollablesungen beginnen, wenn ein metallischer 
Ton beim Anschlag des Quecksilbers auftritt. Der Ton zeugt dafiir, daB 
die Gasblase aus kondensierbarem Dampf bestanden hat und nunmehr 
fliissig geworden ist. Ist der Druck noch an der héchsten erreichbaren 
Marke konstant, so bleibt noch iibrig, sich zu vergewissern, daB die Pipette 
mit kondensierbaren Dampfen gesittigt ist. Dies ist der Fall, wenn zwei 
hintereinanderfolgende Ablesungen auch auf der untersten Marke (5000) 
iibereinstimmen. Ist dies erreicht, so werden die Werte der Ablesungen 
an beiden Marken notiert. 

6. Trennung des permanenten und des kondensierbaren Gasanteiles. Als 
Beispiel nehmen wir den in der Praxis haufigsten Fall an, daB wir an Marke 
1000 und 5000 abgelesen haben. Bezeichnen wir die Ablesung an der Marke 
5000 mit Mso99, an der Marke 1000 mit Myoo9, den Druck der permanenten 
Gase bei 5000cmm Vo- 
lumen mit P5990, bei 
1000cmm Volumen mit 
Prooo Und den vom Vo- al 
lumen unabhangigen 
Dampfdruck der konden- 4 
sierbaren Dampfe mit d, 4.) 
so gelten die zwei Glei- 


malig 








20| 


chungen } 
M00 = Psooo + 4, 15| | 
Myo00 = Prooo + &- a | 


Hat man die beiden Ab- 

lesungen bei gleicher 4 
Temperatur ausgefiihrt, 
so ist nach dem Boyle- 
Mariotteschen Gesetz Abb. 6. 


} 
| 
i 
t 





o> 


 t 4 6 0 20 2 & 6 2 9 3 WC 


Prooe = 5 + Psooo- 

Bei genauen Messungen wird in diese Gleichung statt des Faktors 5 der den 
Temperaturschwankungen und den Ungenauigkeiten der Volumen- 
einstellung entsprechend korrigierte Faktor eingesetzt. d mu8, wenn die 
zwei Ablesungen bei zwei verschiedenen Temperaturen abgelesen sind, der 
Dampfdruckkurve des Wassers entsprechend korrigiert werden. Es ist 
aus diesem Grunde erwiinscht, die zwei Ablesungen bei gleicher Temperatur 
hintereinander auszufiihren. Sehen wir von diesen meistens unnétigen 
Korrekturen ab, so ist 


5 
P1000 = 4 (M000 — Moovo); 
1 
a= 4 (5 M5000 — Mj 0). 


Dieses Resultat la8t sich nomographisch mit einer ausreichenden Ge- 
nauigkeit darstellen. Das hierfiir konstruierte Nomogramm zeigt Abb. 7. 


Biochemische Zeitschrift Band 276. 14 
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Es sei beispielsweise Myo99 = 30 und Myo) = 70; dann ist der Druck 
der permanenten Bestandteile auf Marke 1000 


Ps000 = ; (70 — 30) = 50mm Hg, d= i (5.30 — 70) = 20 mm Hg. 


Auf Abb. 7 ist die zu diesen Ablesungen gehdrige Linealstellung durch einen 
Faden markiert. Dieser schneidet aus den mittleren Skalen die zwei Ab- 
lesungen 30 bzw. 70 und aus den zwei Randskalen die hierzu gehérigen Werte 
von d = 20 und pjoo9 = 50 aus. Man wird bei dieser Methode aus zwei Ab- 
lesungen sofort ohne jede Zwischenrechnung an der Hand des beigelegten 
Nomogramms den Druck des permanenten Gasanteiles nach Abzug des Wasser- 
dampjdruckes ermitteln. Man braucht bloB ein Lineal so an das Nomogramm 
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Abb. 7. 
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anzulegen, da es an der Skala Moo, die Ablesung bei Marke 5000, an der 
Skala M,o99 die bei Marke 1000 durchschneidet. Das Lineal bestimmt dann 
auf der Skala D den Wert von d (Dampfdruck) und auf der Skala p99) den 
Wert von Pjo99 (permanenter Gasdruck nach Abzug des Wasserdampfdruckes). 

Nun vergleicht man den fiir d erhaltenen Wert mit dem Wasserdampf- 
druck (vgl. Abb. 6) bei derjenigen Temperatur, den das neben der Pipette 
angebrachte Thermometer anzeigt, um sich zu iiberzeugen, daB kein grober 
Fehler unterlaufen ist. Im allgemeinen wird man eine ziemlich genaue 
Ubereinstimmung zwischen gemessenem und berechnetem Dampfdruck 
erhalten. Ist der gemessene Dampfdruck kleiner als der zur Pipetten- 
temperatur gehérige, so ist zu vermuten, daB der Pipetteninhalt ungesattigt 
ist und nachevakuiert werden mu8, um mehr Daimpfe in die Pipette zu 
bekommen. Ist der Wert zu hoch, so wissen wir, daB noch fremder Dampf 
in der Apparatur vorhanden ist. Am wahrscheinlichsten ist es, daB es sich 
um im Hahnfett geléste Kohlenwasserstoffe handelt. Sind die Ablesungs- 
werte gesichert, so wird das blutgetrankte Filterpapier entfernt. 

7. Das Auswechseln der Filterzelle. Wollen wir das Filter auswechseln, 
so ist es zweckmaBig, den gréBten Teil des Quecksilbers wieder nach dem 
Hilfsapparat zuriickzubringen und dann die zwei Apparateteile zu trennen, 
um in das Zellgehause nunmehr Luft eindringen zu lassen. Man verschlieBt 
den Hahn g und den Hahn c, entfernt den Becher f, entleert und saubert 
ihn, bringt ihn leer wieder in die friihere Lage, bei welcher der Gummi- 
pfropfen h das Kapillarende & leicht verschlossen hat, 6ffnet den Hahn g 
und saugt das Quecksilber zum gréBten Teil aus dem Zellgehéuse ab. 
Hierbei mu8 darauf geachtet werden, daB8 kein mit Blut verschmutztes 
Quecksilber aus dem Zellgehause herausflieBt. Man liBt also zweckmaBiger- 
weise eine '/, bis 1 em hohe Quecksilbersiule noch im Zellgehiuse stehen. 
Nun verschlieBt man den Hahn g und bringt den rechts von diesem Hahn 
gelegenen Apparateteil in seinen Normalzustand, zu welchem Zwecke einige 
Sekunden lang noch Luft aus der Mac Leod-Kugel abgesaugt wird. Entfernt 
man nun den Becher f, so dringt Luft in das Zellgehause ein, man kann den 
Schliff 7 6ffnen und die Filterzelle entfernen. (Solange Unterdruck im Zell- 
gehause ist, soll die Einfiillkapillare nicht bewegt werden, da der Schliff 
durch den Druckunterschied belastet ist.) 

8. Die Reinigung der Einfiillkapillare. Zunachst wird die Kapillare 
mit kaltem oder lauwarmem Wasser durchspiilt und mit Alkohol (Methanol) 
und Ather getrocknet. Das Innere des Zellgehiuses wird mit einem Watte- 
bausch ahnlich gereinigt. Die Flache des Schliffes 7 mu8 vor dem Wieder- 
einsetzen peinlich rein und gut getrocknet sein, da Feuchtigkeit aus dem 
Schliffspalt nun sehr langsam abgesaugt wird und Schmutz die Schliff- 
flachen zusammenklebt. Wie bereits erwahnt, braucht man fiir die Reagen- 
zien viel weniger Filteroberflache, so da8 wir uns mit einer einfachen 
Scheibe n begniigen kénnen. 

9. Die Einfillung des Reagens. Die Apparatur muB jetzt wieder wie 
zu Anfang verschlossen und evakuiert werden. Es ist hierbei zu beachten, 
daB die Hilfspipette, die zur Aufnahme der in den Reagenzien gelésten 
Gase dient, auch einigermafen entgast wird. Es ist also empfehlenswert, 
wahrend des Evakuierens fiir einige Sekunden den sonst geschlossenen 
Dreiweghahn c, Abb. 1, so umzulegen, daB die Hilfspipette mit dem Zell- 
gehaéuse und auf diese Weise mit der Diffusionspumpe verbunden ist. Wir 
sammeln die Restgase in der Hilfspipette und sperren sie daselbst ab. 
Jetzt wird die Absorptionsfliissigkeit (K OH, Pyrogallat usw.) in derselben 
Weise wie das Blut eingefiillt. Es ist zweckmaBig, einen Vorrat von 
Reagenzien unter Paraffin in kleinen Flaschchen aufzubewahren, die 
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unmittelbar unter die Einfiillkapillare gebracht werden kénnen. Prinzipiell 
werden die Absorptionsmittel nach dem Einfiillen entgast. Zu diesem 
Zwecke legt man den Hahn c so um, daB er das Zellgehaiuse mit der Hilfs- 
pipette verbindet und schiebt das aus dem Reagens freiwerdende Gemisch 
von Dampf und Gas in die Hilfspipette hinein. Jetzt wird der Hahn c 
verschlossen und der Vorgang so lange wiederholt, bis der Druck in der 
Hilfspipette unverandert bleibt. Im allgemeinen geniigen hierzu zwei bis 
drei Wiederholungen, da die Reagenzien bei richtiger Behandlung keine 
groBen Mengen von permanentem Gas absorbieren. Ist dieser Zustand 
erreicht, so wird der Hahn c wieder so gestellt, daB er die MeBpipette mit 
dem Zellgehause verbindet. 

10. Die Absorption. Die so eingeleitete Absorption besteht aus zwei 
Operationen: 1. Zundchst saugt man einen Teil des Gases aus der Pipette 
durch die mit Reagens benetzte Filterscheibe, indem man das Quecksilber- 
niveau im Zellgehause (nicht tiefer als etwa 1cm iiber dem Boden des 
Zellgehauses) heruntersaugt. (Wiirde man tiefer heruntergehen, so wiirde 
Gas durch den Stutzen verloren gehen.) 2. Dann wird der beispielsweise an 
CO, arme Zellinhalt mit dem noch CO,-reichen Pipetteninhalt dadurch 
vermischt, daB das Quecksilberniveau bis iiber den Hahn c gehoben wird. 
Diese zwei Operationen werden so oft wiederholt, bis keine Verminderung 
des Druckes in der Pipette mehr erfolgt, d. h. die Absorption beendet ist. 
Jetzt werden die infolge des relativ hohen Pipettendruckes im Filter und 
in der Absorptionsfliissigkeit gelést gehaltenen Gase befreit. Zu diesem 
Zwecke schlieBt man Hahn c, senkt den Quecksilberspiegel im Zellgehaiuse 
soweit, daB die Filterscheibe frei wird und schiebt dann das befreite Gas 
in die Pipette, ahnlich wie es bei der Entgasung des Blutes beschrieben 
worden ist. Auch diese Operation mu8B so oft wiederholt werden, bis der 
Pipettendruck an zwei Marken gemessen konstant bleibt. Ist dieser Zustand 
erreicht, so wird wieder abgelesen und c verschlossen. 

Vertragt sich das nachstfolgende Reagens mit dem in der Filterscheibe 
befindlichen, wie es beispielsweise bei KOH und Pyrogallat der Fall ist, 
so braucht die Filterscheibe nicht ausgewechselt zu werden. Sonst muB 
man das Zellgehiuse wieder 6ffnen, siubern, verschlieBen und evakuieren!. 

Zur CO,- Bestimmung ist es notwendig, eine Platinspirale in den Apparat 
einzubauen, um eine Verbrennungsanalyse ausfiihren zu kénnen. Die 
Spirale wird am besten im oberen Gewdlbe des Zellgehiuses a (Abb. 1) 
an Stelle des Glassteges angebracht. 

Die Verbrennung ist am zweckmaBigsten nach der CO,-Bestimmung 
vorzunehmen, weil die neuentstandene Kohlensaéure durch die im Filter 
vorhandene Kalilauge absorbiert werden kann. Das Resultat dieser Ab- 
sorption mu8 mit der Druckabnahme nach der Verbrennung iibereinstimmen. 

Ist die Analyse beendet, so 1a8t man Luft in das Zellgehause ein, bringt 
den rechts vom Hahn g gelegenen Apparateteil in seinen Normalzustand 
und saéubert das Zellgehause und die Einfiillkapillare. Das wahrend der 
Analyse verschmutzte Quecksilber, also dasjenige, welches sich im Becher / 
und im Becher des Schliffes 7 befand, in welchem das aus dem Zellgehaiuse 
herausflieBende verschmutzte Quecksilber aufgefangen wurde, muff ge- 
reinigt werden, bevor man es wieder verwendet. Nach einigen Analysen 


1 Wir haben die Frage nicht untersucht, ob es gestattet ist, die Reagen- 
zien unmittelbar in das mit Blut befeuchtete Filterpapier der ersten Fiillung 
eindringen zu lassen. Wiirde es sich herausstellen, daB dies gestattet ist, 
so kénnte auf diese Weise die fiir eine Analyse aufzuwendende Zeit wesent- 
lich abgekiirzt werden. 
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mu die beim Wechseln des Filters abgeronnene Quecksilbermenge wieder 
ersetzt werden, da sonst waihrend der Messung oder beim Einfiillen, wenn 
Zellgehause und Steigrohr mit Quecksilber gefiillt sind, etwas Luft aus der 
Mac Leod-Kugel in das Steigrohr !0 hiniiberschlagen kénnte. Die Nach- 
fiillung des Quecksilbers geschieht am einfachsten durch die Einfiillkapillare 
ahnlich wie das Blut, nur kann zur Beschleunigung des Einfiillens dabei 
der Hahn g auf weit gestellt sein. Am besten werden mit Fettstift oder 
Tinte zwei Marken auf die Mac Leod-Kugel gezeichnet, welche den héchsten 
und den tiefsten noch gestatteten Quecksilberstand markieren. 

11. Die Auswertung der Mefergebnisse. Man beachtet nur den per- 
manenten Anteil der gemessenen Drucke, bezieht sie auf dieselbe Marke, im 
normalen Falle am bequemsten auf die Marke 1000, und rechnet das redu- 

1 273 
760 273 + ¢ 
immer vorkommt, so kann man ihn ein fiir allemal ausrechnen. Er hangt 
nur von der Temperatur ¢ ab und sein reziproker Wert kann bequem als 
eine Gerade iiber ¢ aufgetragen und so abgelesen oder in einer linear inter- 
polierbaren Tabelle als Funktion von ¢ aufgesucht werden (Tabelle I). 


zierte Gasvolumen aus. Da der Faktor in dieser Rechnung 


Tabelle I. 











t eno ee t s 23 +¢ t | Se 
oC (00: 978 oC 1: o( a 
10 787,838 80 17 807,325 96 24 826,813 12 
11 790,622 68 18 810,109 84 25 829,597 00 
12 | 793,406 56 19 812,893 72 26 832,380 88 
13° | 796,190 44 20 $15,677 60 27 835,164 76 
14 | 798,974 32 21 818,461 48 28 837,948 64 
15 | 801,758 20 22 821,245 36 29 840,732 52 
16 | 804,542 08 23 824,029 24 30 843,516 40 


Die Zeit, die fiir eine vollkommene Analyse nétig ist, einschlieBlich 
Instandsetzung des Apparates, beansprucht bei einiger Ubung etwa 2 Stun- 
den bei analysenfertigem Apparat, die hintereinander fortgesetzten Analysen 
etwa je | Stunde. 

12. Beispiele. 1. Luftanalyse. Etwa 200cemm Luft und etwa 10 ¢mm 
von CO, befreites Wasser eingefiillt und bis zur Dampfsaittigung evakuiert. 


Ablesung an der Marke 5000: Mso99 = 61,5—(— 2) 63,5mm, 


® ene » 1000: Myooo = 264 —35 = 2290 ,, 
daraus po99 = i (229 — 63,5) = 206,9 mm, 
d = 229 — 206,9 a 


(Temperatur in der Pipette etwa 24°C, Dampfspannung von H,O bei 24° 
etwa 22,5 mm.) 

8cmm Pyrogallat eingefiillt, entgast, einige Male nachevakuiert und 
dann absorbiert. Nach der Ablesung an 


Marke 5000: Mso00 = 54—(—2) = 56mm, 


” 1000: Myo00 = 222 — 35 = 197 n> 
daraus p,900 = : (187 —56) = 163,9 mm, 
d = 187— 1639 = 231 ,, 


206,9—163,9 43 


Oy-Gehalt: "srg 5 = 996.9 = 208%. 
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11. Blutgasanalyse. 230emm Blut mit Luft gesattigt. 
Ablesung Mso99 == 48—(—2) = 50mm Hg, 
M000 —= 192 — 35 157 ” Hg, 
5 “ 
Pr000 = (157—50) = 134 mm Hg, 


d 157— 134 = 28 , Hg (t25°C). 
7cmm KOH eingefiillt und entgast. Nach Absorption des CO, 


M5000 28 — (— 2) = 380 mm Hg, 
M000 = 95 — 35 = 60 ” Hg, 


P1000 = 3 (160 —80) —- 37,5 mm Hg, 
d = 60 — 37,5 22,5 , Hg (t25°C). 
7cmm Pyrogallat eingefiillt und entgast. Nach Absorption von O, 


Mio == 67,5 — 35 = 32,5 mm Hg, 

j Myo) = 156,5—69 = 87,5 , Hg, 

P1000 = 5 (87,5 — 32,5) = 6,1mmHg, 

d = 87,5 —10.6,1 = 26,5 mm Hg (¢ 26°C). 
Fiir die Auswertung wurde annaherungsweise ¢ = 25° gesetzt, da die Ab- 
weichung nur '/,% pro ° C betragt. 
1000 134 — 37,5 
230 =—-829,6 
(1000 emm ist das Volumen, auf welches alle Drucke bezogen sind. 230 emm 
ist das Blutvolumen. 134 — 37,5 ist der Partialdruck vom CO, bei 1000 cmm 


Volumen in mm Hg, als Differenz der ersten zwei Werte fiir p,999, schlieBlich 
829,6 ist der zur Temperatur von 25° gehérige Wert aus Tabelle I: 


829.6 — 760 Tt fir ¢ = 25°C.) 


Ebenso der Volumenanteil von O,: 


1000 37,5 — 6,1 


Volumenanteil von CO, = = 0,506 = 50,6%,. 


— 0,165 — 16,5°,. 


ee ‘ 


230 829.6 
SchlieBlich die Restgasmenge (N,): 
1000 6,1 


980 ° 8296 ~ 0,0320 = 3,2 °,. 


Zur Vereinfachung der Rechnung kann man den bei jedem Anteil 
1900 1 


wiederkehrenden Faktor 930 829,6 
fiir die weitere Berechnung der einzelnen Gasanteile benutzen, also fiir O, 
| 1000 87,5 —6,1 | a 
230°  829,6 96,5 = 0165s 


ebenso fiir die Restgasmenge 


aus der Berechnung des CO,-Anteiles 


- 0,506 - 


Si 
96,5 


0,506 - = 0,0320  setzen. 
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Experimentelle Untersuchungen iiber den EiweiSnaihrwert 
verschiedener eiweiShaltiger Nahrungsmittel. 
Von 


Max Kasper. 


(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen 16. Dezember 1934.) 


Bei der EiweiBernahrung stehen, abgesehen von der Frage des eben 
ertraglichen minimalen und des optimalen EiweiBgehaltes der Kost, 
zwei Probleme im Vordergrunde des Interesses: Das Problem der Aus- 
nutzung einzelner KiweiBstoffe im Magen-Darmtractus und dasjenige 
der biologischen Wertigkeit der einzelnen EiweiBstoffe. Was die Aus- 
nutzung der einzelnen Eiweifstoffe im Magen-Darmkanal anlangt, sind 
sich heute wohl alle dariiber einig, daB bei Zufuhr reiner Fiweifstoffe 
von gleicher physikalischer Beschaffenheit kein Unterschied in der 
Ausnutzung vorhanden sein diirfte, der irgendwie von praktischer 
Bedeutung ware, daB dagegen die gastroenterale Ausnutzung des Ei- 
weiBes bei der Gabe verschiedener eiweifhaltiger Nahrungsmittel Unter- 
schiede erkennen lassen kann. 


Nach den Schall-Heislerschen Tabellen schwankt die Ausnutzung des 
in verschiedenen Nahrungsmitteln enthaltenen EiweiBes beim Menschen 
ungefahr zwischen 70 und 97%, 70% gilt fiir Pilze und 97% fiir gekochtes 
Fleisch. Wenn man den Sekretstickstoff mit beriicksichtigt, was bei den 
Zahlen dieser Tabellen nicht geschah, stellt sich die Ausnutzungsquote 
bei allen Nahrungsmitteln etwas giinstiger. In letzter Zeit hat bekanntlich 
Heupke' auf Grund eingehender eigener Untersuchungen wieder darauf 
hingewiesen, daB der den Sekreten der Verdauungsdriisen entstammende 
Kotstickstoff betrachtlicher ist, als man vielfach anzunehmen geneigt war ; 
daB die Menge des Sekretstickstoffs unter anderem auch von der Kot- 
menge abhangt, indem eine gréBere Kotmenge auch eine gréBere Menge 
Sekretstickstoff enthalt, und da eben bei der Aufstellung der Stickstoff- 
bilanz dieser Sekretstickstoff mit beriicksichtigt werden mu. Besondere 
Bedeutung hat dies alles vorziiglich bei Ausnutzungsversuchen mit pflanz- 
lichen Nahrungsmitteln, da diese in der Regel ein groBes Stuhlvolumen 
liefern. Hewpke konnte unter anderem nachweisen, daB bei Beriicksichtigung 
der von der Kotmenge abhangigen Kotstickstoffmenge das EiweiB der 
groben Brote (Vollkornbrote und dergleichen) praktisch ebenso vollstandig 
im Verdauungskanal des Menschen ausgenutzt wird, wie dasjenige der feinen 
Brote, und er konnte ferner den Nachweis fiihren, daB die Stickstoffsubstanz 
der Kleie aus den dickwandigen geschlossenen Zellen durch Magen- und 
Duodenalsaft zu 75% im Verlauf von 3 Stunden verdaut wird. Das ist eine 


1 Heupke, Verhandl. d. deutsch. Ges. f. inn. Med. 1933, S. 420. 
Biochemische Zeitschrift Band 276. 15 
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Bestatigung von Hindhedes! Beobachtungen iiber die weitgehende Ausnutz- 
barkeit des EiweiBes der Kleie im menschlichen Verdauungskanal. 

Das Problem der wunterschiedlichen biologischen Wertigkeit der 
einzelnen Eiweifstoffe fiir den Menschen in Abhangigkeit von der mehr 
oder minder groBen Vollsténdigkeit ihrer Aminosiurenbausteine darf 
heute in dem Sinne als gelést angesehen werden, daB die animalischen 
EiweiBkorper (FleischeiweiB, MilcheiweiB, Eiereiwei8) hier an erster 
Stelle stehen, daB es aber auch unter den pflanzlichen EiweiBen Gruppen 
mit héherer und minderer biologischer Wertigkeit gibt. 

Sharpenak® hat im iibrigen ganz recht, wenn er darauf hinweist, 
da der Nahrwert der Eiweibstoffe beurteilt werden miisse nach zwei 
Faktoren: Nach der GréBe ihrer gastro-enteralen Ausnutzbarkeit 
und dem Umfang ihrer Verwertbarkeit im Stoffwechsel. Es wurde 
schon gesagt, da praktisch eine unterschiedliche gastro-intestinale 
Ausnutzungsquote nicht bei reinen Eiweifstoffen unter der selbst- 
verstandlichen Voraussetzung im iibrigen gleicher Versuchsbedingungen 
(physikalischer Zustand des dargereichten Eiweibes, Menge desselben 
und dergleichen mehr), sondern nur bei eiweiBhaltigen Nahrungsmitteln, 
in denen das EiweiB sich vergesellschaftet mit Begleitstoffen findet, 
in Frage kommt. Darum ist es zweckmaBiger, von dem HiweiBnahrwert 
eiweiphaltiger Nahrungsmittel zu sprechen und dessen Abhangigkeit 
von den oben genannten zwei Faktoren festzustellen. 

Nun stiitzt sich das Urteil iiber die héhere oder geringere biologische 
Wertigkeit der EiweiBk6rper hauptsachlich auf das Wachstumsvermégen 
des Organismus, wenn er mit den einzelnen EiweiSstoffen ernahrt wird. 
Je besser er ceteris paribus bei der Ernahrung mit einem bestimmten 
Eiwei8 wachst, um so hochwertiger wird das betreffende EiweiB an- 
gesehen. Durch derartige Versuche lieB sich in Sonderheit auch eine 
Differenzierung pflanzlicher EiweiBe vornehmen. Hindhede, wie nach 
ihm Mendel und Jones® stellten auf diese Weise fest, daB das EiweiB 
im Kern des Weizenkornes biologisch héchst minderwertig, wahrend 
das EiweiB der Kleie biologisch hochwertiges EiweiB ist, bei dessen 
Verfiitterung Ratten ebenso gut wachsen wie bei Fiitterung mit Fleisch, 
Kiern und Milch. GewiB bedeutet fiir einen KiweiBk6rper die Beféhigung, 
das Wachstum zu unterhalten, zugleich auch im Sinne von Sharpenak 
(l.c.) das Zeugnis fiir optimale Verwertbarkeit im Stoffwechsel. In- 


1 Hindhede, Zeitschr. f. Volksernihrung, 5. Juni 1934. Ausfiihrliche 
Literatur zu diesem Gegenstand: E. Mangold, Sitzungsber. d. Ges. naturf. 
Freunde, 21. November 1933. — *? Sharpenak, A Note on the optimal 
Combinations and Norms of Proteins in the Nutrition, Problems of Nutri- 
tion, 1, 82, 1934. State Medical Editorial office (Medguis, Moscon). — 
3 Literatur siehe bei Hindhede unter FuBnote | auf dieser Seite. 
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dessen schien es gleichviel wiinschenswert, auch noch nach anderen 
Kriterien zu suchen und auf anderen Wegen eine Differenzierung beim 
Umsatz der verschiedenen EiweiBstoffe im Kérper nachzuweisen. 


Da durch die systematischen Untersuchungen aus dem Bickelschen 
Laboratorium, aus dem auch die vorliegende Arbeit hervorgeht, gezeigt 
worden war, daB die Lage der Harnquotienten ©: N, Vakat-O:N und 
Vakat-O : C Riickschliisse auf die allgemeine Oxydationslage des Kérpers 
gestattet, daB mit Hilfe dieser Methoden nicht selten Anderungen im 
Stoffwechsel von einer Feinheit nachgewiesen werden kénnen, wie sie 
bei der Untersuchung des Lungengaswechsels nicht zutage treten, 
lag der Gedanke an eine vergleichende Studie nahe, bei der die Lage 
der Harnquotienten bei ein und derselben Gruppe von Versuchstieren 
bestimmt wurde in aufeinanderfolgenden Perioden, in denen die Tiere 
mit verschiedenen eiweiBhaltigen Nahrungsmitteln ernahrt wurden. 
Gleichzeitig konnte bei diesen Versuchen die GréBe der EiweiBresorption 
im Verdauungskanal und die N-Bilanz ermittelt werden. 


Die Versuche wurden an mannlichen weiBen Ratten, und zwar an zwei 
Gruppen von je fiinf Tieren, deren Kérpergewicht im Mittel etwa 190g 
pro Tier betrug, derart angestellt, da8 durch die Zusammensetzung des 
Futters jedes Tier mit der Nahrung taglich erhielt und fraB: 0,1355 g N im 
EiweiB, 1,5 g Fett, 1,5 g Kohlenhydrat und 0,5 cem frischen Zitronensaftes. 
Es entsprachen 0,1355 g N dem N-Gehalt von 1,0 g Casein, das bei diesen 
Versuchen, wie sich aus dem Folgenden ergibt, Verwendung fand. Die 
tagliche Nahrungsration war so bemessen, da} die Sicherheit bestand, sie 
werde im Verlauf von 24 Stunden von den Tieren restlos aufgefressen. 
Darum war die Nahrung nur knapp ausreichend. Im Verlauf des im ganzen 
8 Wochen dauernden Versuchs trat daher ein gewisser Kérpergewichts- 
verlust auf, der aber, wie aus den Versuchsprotokollen sich ergibt, zu gering 
war, als daB er das Versuchsergebnis im Hinblick auf die zu priifende Frage 
hatte triiben kénnen. Der Kérpergewichtsverlust betrug bei der ersten 
Gruppe bei einem Tier in dieser Zeit im Mittel 19 g, bei der zweiten Gruppe 
bei einem Tier 23 g, wobei in beiden Fallen das Ausgangsgewicht, wie schon 
gesagt wurde, bei 190g lag. Der tagliche Kérpergewichtsverlust betrug 
also im Mittel kaum 0,4 g. 


Die EiweiSspender waren bei diesen Versuchen folgende Nahrungs- 
mittel, und zwar in dieser Reihenfolge: 1. Gelbe Erbsen, 2. EiereiweiB, 
3. Linsen, 4. Casein, 5. weiBe Bohnen, 6. Fleisch. Alle Nahrungsmittel 
wurden in fein pulverisiertem Zustande gegeben. Nach den ad hoc vor- 
genommenen N-Analysen entsprachen hinsichtlich des N-Gehaltes 1,0 g 
Caseinpulver: 3,3 g Erbsenmehl, 3,0 g Linsenmehl, 3,7 g Bohnenmehl, 1,1 g 
trockenes EiereiweiBpulver, 1,3 g trockenes Fleischpulver. Um hinsichtlich 
des Fettgehaltes und Kohlenhydratgehaltes der Nahrung annahernd gleiche 
Verhaltnisse zu schaffen, ward als Standardnahrung eine solche gewahlt, 
bei der 1,0 g Casein an Fett (Schweineschmalz) 1,5 g und an Kohlenhydrat, 
(Riibenzucker) 1,5 g pro Tier und Tag zugelegt wurden. Unter Beriick- 
sichtigung des Fett- und Kohlenhydratgehaltes der iibrigen eiweiBhaltigen 
Nahrungsmittel nach MaBgabe der Schall-Heisslerschen Tabellen wurden 
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diesen Nahrungsmitteln folgende Schweineschmalz- und Zuckermengen 
zugefiigt : 
3,3 g Erbsenmehl: 
1,5 g Schweineschmalz, 1,0 g Zucker, 0,5 cem Zitronensaft. 
3,0 ¢ Linsenmehl: 
1,5 g¢ Schweineschmalz, 1,0 g Zucker, 0,5 cem Zitronensaft. 
3,7 g Bohnenmehl: 
15g Schweineschmalz, 1,0 g¢ Zucker, 0,5 cem Zitronensaft. 
1,1 g EiereiweiBpulver: 
15g Schweineschmalz, 1,4 g¢ Zucker, 0,5 cem Zitronensaft. 
1,3 g¢ Fleischpulver: 
0,8 g Schweineschmalz, 1,3 g¢ Zucker, 0,5 cem Zitronensaft. 
Die Standardkost war: 
10g Casein: 1,5 g Schweineschmalz, 1,5 g Zucker, 0,5 cem Zitronensaft. 

Die fiir fiinf Tiere (= fiinfmal die hier genannten Nahrungsmengen) 
bestimmte tagliche Nahrungsration wurde mit Wasser zu einem Brei gekocht, 
der durchschnittlich etwa 240 g wog. Nach Erkalten wurde dem Brei die 
erforderliche Zitronensaftmenge von 2,5 cem zugefiigt. Wie bereits gesagt 
wurde, fraBen die Tiere ausnahmslos die vorgesetzte Breimenge quantitativ 
innerhalb 24 Stunden auf. 

Harn und Kot wurden von je fiinf, in einem Stoffwechselkafig vereinig- 
ten Tieren taglich getrennt quantitativ gesammelt. Mit dem Harn wurden 
taglich, mit dem Kote periodenweise die erforderlichen Analysen gemacht. 
Es wurden Harn- und Trockenkotmenge bestimmt, ferner Harn-N und 
Kot-N nach der Ajeldahischen Halbmikromethode, C nach Nicloux-Osuka, 
Vakat-O nach H. Miiller-Kanitz. 

Jede Periode dauerte 5 Tage. Vor Beginn der ersten Periode hatten 
die Tiere bereits mehrere Tage das Futter der ersten Periode erhalten, 
damit ihr K6érper sich auf ein gleichmaBiges Diatregime einstellte. Zwischen 
zwei Perioden lag immer ein Zwischenraum von 2 Tagen, an denen die 
Tiere mit dem Futter der kommenden Periode vorgefiittert wurden, damit 
ihr K6érper sich auf die neue Fiitterungsart einstellen konnte, bevor mit 
den Analysen begonnen wurde. Nur zwischen der Casein- und Bohnenmehl- 
periode lagen aus auBeren Griinden 10 Tage, an denen die Tiere mit dem 
Futter der nachfolgenden Bohnenmehlperiode vorgefiittert wurden. 


Das Ergebnis war folgendes: 


a 


1. N-Bilanz in 5 Tagen bei fiinf Tieren. 
Erbsenperiode: Gruppe I: + 1,4563 g, Gruppe II: + 1,4899 g 
jiereiweiB periode : eae 0,3384 q, » Il: + 0,4366q 
Linsenperiode : » I: + 0,4256 g, is Il: + 0,0530 g 
Caseinperiode : » I: + 0,2072 g, aes SS 0,3334g 
Bohnenperiode : “7 I: + 1,2103 g, me Il: + 1,4266 ¢ 
Fleischperiode : » IL: + 0,1412 9, » Il: —0,57139 


2. N-Resorption in 5 Tagen bei fiinf Tieren. 


Erbsenperiode : Gruppe I: + 3,1120g, Gruppe II: + 3,1097 g 
EiereiweiBperiode : » IL: + 38,0577 9, » Il: + 3,1130q 
Linsenperiode : ay I: + 2,8633 g, zi II: + 2,8621 g 
Caseinperiode : » I: + 35,1364 q, » IU: + 3,12279 
Bohnenperiode : eae I: + 2,8583 g, ae Il: + 2,9491 g 
Fleischperiode : » I: + 3,0474 9, » IL: + 3,0797g 
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3. Trockenkotmenge, Kot-N und Kot-C in 5 Tagen bei fiinf Tieren. 





Menge N c | Vakat-O 
g 4 g £ 


Gruppe I. 


Erbsenperiode ..... 6,8965 0,2255 2,4370 6,7585 
KiereiweiBperiode . . . . | 4,2615 0.2798 2'0142 6.7320 
Linsenperiode. . . .. . | 7,2000 0,4742 38,1795 11,4400 
Caseinperiode. . .. .. | 2.7565 0,2011 1,1742 4.6640 
Bohnenperiode .... . 8,1065 0,4792 3,4047 9,5740 
Fleischperiode ..... | 28115 0,2901 11673 3,6950 
Gruppe II. 
Erbsenperiode. .... . 6,9307 0,2278 2.6530 6,8610 
KiereiweiBperiode . . . . 3.5372 0.2245 1.6214 5.8360 
Linsenperiode. . . .. . 7,8662 0,4754 38,5681 12,1640 
Caseinperiode. . ... . 3,0852 0,2148 1.2143 5,9280 
Bohnenperiode .... . 6,4902 0,3884 2,3598 7,7880 
Fleischperiode ..... 23402 | 0.2578 1,0236 2.8190 


4. Mittelwerte der Harnquotienten in den einzelnen fiinftagigen Perioden bei 
je fiinf Tieren. 





Gruppe I Gruppe Il 








O:N Vakat-O : N C:N | Vakat-O :N 
i} 
Erbsenperiode. -... . 0,853 1,052 | 1,075 1,436 
Kiereiweibperiode . . . . 0,786 0881 | 0,840 0,948 
Linsenperiode. . ... . 0,897 1,034 | 0,895 1,152 
Caseinperiode. . .... 0,707 0,795 =| = 0,765 0,924 
Bohnenperiode .... . 1,145 1,353 || 1,214 1,608 
Fleischperiode .... . 0,819 0,984 | O77 0,871 


Aus diesen Tabellen, die die Durchschnittswerte von je fiinf Tieren 
in fiinftagigen Versuchsperioden enthalten — die Quotientberechnung 
erfolgte durch Division der Summen der Analysenwerte der jeweiligen 
Versuchspericde — geht hervor: 

1. Die Trockenkotmenge war in allen Fallen in den Perioden mit 
vegetabilischer EiweiBnahrung wesentlich gréBer als in denjenigen 
mit animalischer EiweiBnahrung. 

2. Das gleiche gilt auch fiir den Kohlenstoffgehalt und ganz be- 
sonders fiir den Vacat-O des Kotes, die jedoch im Mittel in der Erbsen- 
periode von allen Perioden mit vegetabilischer Ernahrung am geringsten 
erhéht waren. 

3. Der N-Gehalt des Kotes war im Mittel in der Linsen- und Bohnen- 
periode wesentlich, in der Erbsenperiode kaum héher als der Kot- 
stickstoff in den Perioden mit animalischer EiweiBnahrung, wobei 
anzumerken ist, daB unter Beriicksichtigung der nach Hewpke mit dem 
gréBeren Kotvolumen einhergehenden gréBeren Menge faikalen Sekret- 
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stickstoffs der hier aufgestellte Unterschied sich verringert, und dab 
der Kot-N-Gehalt in der Erbsenperiode dann durchaus in einer Linie 
mit demjenigen liegt, der in den Perioden mit animalischer Eiweib- 
ernahrung vorhanden ist; es wird also das Eiweif8 des Erbsen- 
mehls offenbar besser resorbiert als dasjenige des Linsen- und 
Bohnenmehls. 

4. Auch bei Betrachtung der N-Resorption zeigt sich, daB die 
N-Resorption in der Erbsenperiode trotz der gréBeren Kotmenge ebenso 
groB ist wie die N-Resorption in den Perioden mit animalischer Eiweib- 
ernahrung, daB sie in der Linsen- und Bohnenperiode aber dahinter 
zuriickbleibt. 

5. Die N-Bilanz war in den meisten Perioden leicht positiv, aus- 
nahmsweise leicht negativ; auffallend war, daB in der Periode mit 
Erbsenernahrung bei beiden Tiergruppen der positive Wert der N-Bilanz 
den héchsten positiven Wert darstellte, der in allen Versuchsperioden 
bei jeder Tiergruppe iiberhaupt erreicht wurde; indessen laBt sich 
mit Sicherheit auf Grund der Versuche nur sagen, daB man ceteris 
paribus mit vegetabilischer EiweiBnahrung ebenso gut N-Gleichgewicht 
erzielen kann wie mit animalischer EiweiBnahrung. 

6. Die Harnquotientenlage (C : N und Vakat-O : N) ist im allgemeinen 
bei der vegetabilischen Nahrung héher als bei der animalischen Nahrung ; 
am Harnkohlenstoffquotienten tritt das ebenso deutlich hervor wie am 
Oxydationsquotienten. 

7. Die Bewegung der beiden Quotienten C:N und Vakat-O:N 
geht bei den Schwankungen der einzelnen Perioden untereinander 
innerhalb einer Gruppe im groBen und ganzen parallel. 


8. Das fast maschinenmaBig gleichartige Arbeiten der Magen- 
Darmverdauung bei beiden Tiergruppen offenbart sich in frappanter 
Weise, wenn man die Werte fiir die N-Resorption bei Nichtberiick- 
sichtigung des Sekretstickstoffs, wie sie in der zweiten Tabelle ver- 
zeichnet sind, fiir jede Versuchsperiode bei beiden Tiergruppen ver- 
gleicht; mit Ausnahme der Bohnenperiode mit einer Differenz von 0,1 
stimmen die Werte aller tibrigen Perioden einschlieBlich der ersten 
Dezimalstelle bei Abrundung auf diese voéllig iiberein. 


Angesichts aller dieser Befunde ist man wohl berechtigt, zu sagen, 
daB ceteris paribus bei Ernahrung mit vegetabilischer eiweiBhaltiger 
Nahrung (Erbsen-Linsen-Bohnenmehl) die Stickstoffverluste durch den 
Kot etwas gréBer sind als bei Ernaihrung mit animalischer eiweib- 
haltiger Nahrung (Eiereiweif —-Casein— Fleischpulver), daB das Erbsen- 
meh] unter den genannten vegetabilischen Mehlen den Pulvern der 
genannten animalischen Nahrungsmitteln am nachsten steht, daB unter 
Beriicksichtigung des Sekretstickstoffs aber sich alle diese Unterschiede 
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wesentlich verringern. Man ist ferner berechtigt, zu behaupten, daB die 
mangelhaft oxydierte Substanz im Kote in besonders groBer Menge 
bei der Ernahrung mit Linsen- und Bohnenmehl, in geringerer Menge 
bei derjenigen mit Erbsenmeh! und am geringsten bei der Ernahrung 
mit EiereiweiB, Casein oder Fleischpulver ist. Diese animalischen 
Nahrungsmittel werden eben doch am vollstandigsten in jeder Hinsicht 
bei der Verdauung ausgenutzt. 

Wenn auch das Verhalten der N-Bilanz ceteris paribus zwischen 
animalischer und vegetabilischer EiweiBnahrung und bei den ver- 
schiedenen Formen der letzteren in unseren Versuchen keine in Betracht 
kommenden Unterschiede erkennen ]aBt, so besteht doch eine bemerkens- 
werte Ungleichheit darin, in welche allgemeine Oxydationslage der 
Korper durch die Ernahrung mit den verschiedenen Arten eiweiBhaltiger 
Nahrungsmittel gebracht wird. In dieser Hinsicht lehrt die Betrachtung 
der Harnquotienten folgendes : Bei der Ernahrung mit den vegetabilischen 
Mehlen ist, summarisch betrachtet, die Durchoxydierung des Materials 
im Stoffwechsel entsprechend der héheren Lage dieser Quotienten in 
qualitativer Hinsicht eine unvollstandigere als bei der Ernahrung mit 
den eiweiBhaltigen Pulvern animalischer Provenienz. Der Unterschied 
ist nicht groB, aber er ist deutlich. Auch wenn man sich dabei eines 
Werturteils enthalt, so mu8 man doch sagen, daB ein Unterschied im 
intermediéren Umsatz der Nahrung vorhanden ist, je nachdem ob ihr 
eiweiBhaltiger Bestandteil animalischer oder vegetabilischer Herkunft 
ist. Dabei verha]t sich aber von den untersuchten eiweiBhaltigen 
Nahrungsmitteln das FErbsenmehl am ahnlichsten den eiweibhaltigen 
Nahrungsmitteln tierischer Provenienz. 

Alles in allem: Es bestehen im Sinne von Sharpenak (1. c.) sicher 
Unterschiede im Nahrwert der eiweibhaltigen Nahrungsmittel, je 
nachdem, ob sie pflanzlichen oder tierischen Ursprungs sind: Unter- 
schiede in der Ausnutzbarkeit im Verdauungskanal und Unterschiede 
in ihrer Verwertung im Stoffwechsel, letztere beurteilt ebensowohl 
auf Grund von Versuchen iiber ihre Befahigung, den Wachstumsproze8 
zu unterhalten, wie auf Grund der in der vorliegenden Arbeit mit- 
geteilten Stoffwechselversuche. Daf’ die Verschiedenheit der Stoff- 
wechselbeeinflussung mit der Verschiedenheit im Aminosdéurenaufbau 
der EiweiBmolekiile zusammenhange, ist fiir das Wachstumsphanomen 
bewiesen, fiir die Herstellung einer bestimmten Oxydationslage, wie 
sie sich aus den hier mitgeteilten Versuchen ergibt, wahrscheinlich. 
Und in diesem Zusammenhang verdient vor allem Beachtung, daB zwar 
auch das Erbseneiweib, das wir von den untersuchten vegetabilischen 
eiweiBhaltigen Nahrungsstoffen in seinem biologischen Verhalten als 
den animalischen eiweiBhaltigen Nahrmaterialien am nachststehenden 
fanden, auf Grund seiner Aminosaéurenbausteine nicht geniigt, das 
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Wachstum junger Ratten zu unterhalten (Mc Collum'), daB es da- 
gegen ausreicht, um Ratten in ihrem normalen Zustande zu_be- 
wahren?. Hierbei ist zu beachten, daB das ErbseneiweiB nach den 
neuesten Analysen von Sharpenak, Balaschowa, Solovieva und Koritzka* 
nach MaBgabe der Qualitat der es zusammensetzenden Aminosiéuren zu 
den ,,vollstandigen“ EiweiBarten gerechnet werden kann, wobei nur zu 
beriicksichtigen ist, daB sein Gehalt an Tryptophan und Cystin etwas 
hinter dem der hochwertigen tierischen EiweiBe zuriickbleibt ‘. 

Gerade diese Sonderstellung des ErbseneiweiBes unter den vege- 
tabilischen EiweiBstoffen in chemischer Hinsicht legt den Gedanken 
nahe, da die Eigenart, die sich auch in den physiologischen Versuchen 
der vorliegenden Arbeit erkennen lieB, eben durch die besondere Art 
seines Aufbaues durch Aminosauren bedingt ist. Es ist weiterhin nahe- 
liegend, daB das abweichende Verhalten der anderen vegetabilischen 
eiweibhaltigen Nahrungsstoffe in unseren vorliegenden Versuchen vor 
allem durch einen Mangel ihrer EKiweiBk6rper an Cystin und Tryptophan 
zustandekommt. 


1 Mc Collum, N. Simonds u. Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 46, 443, 1921. 
Chem. Centralbl. 1921, III, 236. — 2 D. A. Jones u. C.O. Johns, J. of biol. 
Chem. 52, 403, 1922. — * Heft 2, 1934, S. 88; The Aminoacidal Compo- 
sition of pea’s Protein. — ‘4 Bei gleichzeitiger Avitaminose wirkt darum 
wohl auch Ernaihrung mit Erbseneiweif ungiinstiger als Ernahrung mit 
Casein. Vgl. A. Bickel, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 57, 439, 1929. 
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Uber die Bedeutung des Verhiltnisses zwischen Bluteiweib- 
konzentration und dem sogenannten kolloidosmotischen Druck. 
Von 
Anders Grénwall. 

(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund.) 
(Eingegangen am 15. Dezember 1934.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Durch iibereinstimmende Untersuchungen mehrerer Verfasser kann 
man es als festgestellt ansehen, daB der sogenannte kolloidosmotische 
Druck (nach Schade onkotischer Druck) in Serum und Plasma an- 
nahernd gleich ist. Es wird angenommen, daB dieser Druck nur durch 
das Serumglobulin und -albumin bedingt wird und das Fibrinogen 
— vielleicht wegen seines groBen Molekiils — hierbei keinen meS8baren 
Einflu8 ausiiben sollte (Krogh und Nakazawa, Govaerts, von Farkas, 
Meyer u.a.). Fishbergs Auffassung, daB die Lipoide fiir den ,,kolloid- 
osmotischen Druck‘‘ von grundsatzlicher Bedeutung seien, ist nicht 
bestatigt. 

Der sogenannte kolloidosmotische Druck, wie wir ihn in biologischen 
Lésungen messen, ist komplex und grob schematisch aus drei Komponenten 


zusammengesetzt: dem osmotischen Druck der Kolloide im wahren Sinne, 
der der Formel (1) folgt: 


p= RTe, (1) 

dem durch den Donnan-Effekt verursachten Membranpotential, Formel (2): 
cP 

py — R a > (2) 


und schlieBlich einem durch Hydratation entstandenen Druck, der Freund- 
lichs und Posnjaks Formel fiir den Schwellungsdruck folgt: 


re> ke’. (3) 


Pi» P, und Pe bedeuten wirklicher osmotischer Druck der Kolloide, Mem- 


branpotential baw. Schwellungsdruck, ¢ ist die Konzentration des schwell- 
baren Stoffes (Kolloide), c, und c, die Konzentrationen der Kolloid- 
und Salzionen und & und n empirische Konstanten. Zu bemerken ist, daB 
die verschiedenen EiweiSfraktionen ungleich an diesen Komponenten 
beteiligt sind. 


Bei Messungen in normalem Menschenserum kann man also diesen 
Druck als aus drei Komponenten zusammengesetzt betrachten. Diese 
machen ungefaihr die Halfte bzw. ein Fiinftel und ein Drittel des totalen 
Druckes aus, der bekanntlich 330 mm H,0O betragt [siehe Abb. 1 und 
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Formeln (1), (2) und (3)]. Bei derartiger Betrachtung ist sowohl die 
Benennung ,,kolloidosmotischer Druck als auch ,,onkotischer Druck“ 
ungeeignet. Beide leiten sich némlich aus nur einer der drei Kom- 
ponenten des Totaldruckes her. Aus diesem AnlaB erscheint es zweck- 
maBig, statt der hier genannten iiblichen Ausdriicke die Benennung 
,, Kolloiddruck** anzuwenden, die die drei genannten Faktoren ein- 
schlieBt und nicht einseitig den osmotischen oder den onkotischen 


hervorhebt. 

Der Anteil des Membranpotentials ist von D. van Slyke und S. P. L. 
Sérensen berechnet und zu etwa 60 mm H,O festgelegt worden. Der Anteil 
des Hydratations- oder Schwellungsdruckes wurde schon seit langem von 
Wo. Ostwald nachgewiesen und spater von Adair u.a. in Lésungen ver- 
schiedener Proteinstoffe wie Hamoglobin, Casein und Serumeiwei8 studiert. 
Diese Forscher finden namlich bei Be- 
stimmung des Kolloiddruckes in Lésungen 
verschiedener Konzentrationen, da jener 
nicht proportional der Konzentration ist. 
Eine Kurve mit dem Kolloiddruck als 
Funktion der Eiwei8konzentration ist bei 
sehr niedrigen Konzentrationen geradlinig 
und zeigt spaiter die aus Abb. 1 ersicht- 
liche Kriimmung. Dieses erklart sich 
folgendermafen: zum osmotischen Druck 
der Kolloide und dem Membranpoten- 
tial addiert sich — bei einer fiir jeden 
EiweiBstoff spezifischen Konzentration — 
% Gnnib — der dritte Faktor, der Schwellungsdruck. 

Auf diese Weise macht der totale Kolloid- 
Abb. 1. druck angenahert die Summe dreier Kom- 

ponenten aus, die jede fiir sich durch eine 
Funktion ersten Grades und zwei Exponentialfunktionen charakterisiert 
sind (s. Formeln 8. 223). Bei erhéhter Eiwei8konzentration wachst der 
Anteil des Schwellungsdruckes bedeutend mehr als derjenige der beiden 
iibrigen Komponenten des Kolloiddruckes, und zwar in solchem AusmaB, 
daB ersterer bei hohen Konzentrationen von vollstandig dominierender 
Bedeutung wird. Der Kolloiddruck folgt also nicht dem van ’t Hoffschen 
Gesetz. 

Die Beziehung zwischen Kolloiddruck und Eiweibkonzentration, 
wie sie aus Abb. 1 hervorgeht, findet man in allen Eiweiblésungen 
und auch im Blute wieder. So haben Mayrs und gleichzeitig Verney 
dies an verdiinnten Lésungen von Menschenserum beobachtet und 
letzterer gibt eine nur innerhalb gewisser von ihm untersuchten Konzen- 
trationsgrenzen geltende Forme] fiir die Abhangigkeit des Kolloid- 
druckes von der EiweiBkonzentration an. Krogh hatte bei verdiinnten 
Seren und konzentriertem Pferdeserum denselben Befund, bezeichnet 
dieses aber nur als eine empirisch gefundene Tatsache, ohne naher auf 
die Ursache seiner Resultate einzugehen. Rein mathematisch hat 
Fishberg eine Forme] fiir den Zusammenhang zwischen Kolloiddruck 
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und EiweiBkonzentration aufgestellt, die fiir alle bisher untersuchten 
Konzentrationen, namlich von 2,16-bis 8,28 %, gelten soll: 

p= &. (4) 
p bedeutet reziproker Wert fiir Kolloiddruck, v reziproker Wert fiir 
EiweiBkonzentration und a eine fiir verschiedene Sera variierende 
Konstante. Da indessen wahrscheinlich auch héhere BluteiweiBkonzen- 
trationen als die im peripheren Kreislauf gemessenen als physiologisch 
zu betrachten sind, hat Verfasser Bestimmungen des Kolloiddruckes 
an Seren vorgenommen, wobei der EiweiBgehalt teils durch Konzen- 
trierung, teils durch Verdiinnung variiert wurde. Zur Untersuchung 
kamen sieben Sera von Gesunden und drei von Patienten mit Hyper- 


tonia essentialis!. 
Methodisches. 


Normales, durch Spontangerinnung gewonnenes Serum wurde durch 
Verdiinnung auf den gewiinschten EiweiBgehalt gebracht*. Gleichzeitig 
wurde eine Portion desselben Serums konzentriert. Hierbei kamen drei 
verschiedene Verfahren zur Anwendung, teils Eindunstung bei 37°C in 
strémender Luft, teils im Thermostaten bei 37°C, teils im Vakuum von 
25 mm Hg bei 37°C. Von jedem Serum wurde nur eine Portion eingedunstet, 
und zwar zu der héchsten gewiinschten EiweiBkonzentration und dann wurden 
hiervon ausgehend durch Verdiinnen mit Aqua dest. abgestufte EiweiB- 
konzentrationen bis herunter zur normalen erhalten. Auf diese Weise 
konnte der Kolloiddruck am selben Serum bei normalen, verdiinnten und 
konzentrierten SerumeiweiBlésungen bestimmt werden, variierend zwischen 
2,8 und 16,3%. (Die drei Konzentrationsverfahren ergaben, wie aus Abb. 2 


hervorgeht, iibereinstimmende Resultate.) 


1 Nach Untersuchungen von Nakazawa, Izumi, Eckerstrém, Kylin u. a. 
zeigt der Kolloiddruck vollkommen normale Werte bei Hypertonia essen- 
tialis. In den hier vorliegenden Untersuchungen ergaben die Sera von 
Hypertonici auch keine irgendwie von der Norm abweichenden Werte. — 
* In kiirzlich erschienenen Arbeiten von Kylin und Kristensson und Kylin 
wird darauf hingewiesen, daB bei der Gewinnung von Serum u. a. folgendes 
zu beachten sei: ,,daB8 im Anfang bei der Entstehung des Serums mehr fein- 
disperse Albuminkérper aus dem koagulierten Blute hinauswandern und 
spaiter mehr grobdisperse Globuline in das Serum hineinwandern‘. Die 
hierbei entstehende Verschiebung im Albumin, bzw. im Globulingehalt 
in den nach 15 Minuten und nach 6 Stunden gewonnenen Serumportionen 
wird mit 4,66 bis 3,08 und 3,13 bis 4.74% angegeben, und der hierdurch 
entstehende Unterschied im Kolloiddruck kann sich bis zu mehr als 200 mm 
H,O belaufen. Diese Resultate sind hier nicht beachtet worden, da sie erst 
kiirzlich erschienen. Indessen haben Kylin und Kristensson in ihrer Arbeit 
den TotaleiweiBgehalt in den verschiedenen Portionen refraktometrisch 
nach Pulfrich bestimmt ohne Riicksicht auf die angenommene Verschiebung 
in Alb./Glob., obwohl die Alb./Glob.-Werte nach ihren Berechnungen 
zwischen 3 und 0 variieren. Da bei der Umrechnung der Pulfrichschen 
Einheiten oder des np im EiweiBgehalt die Forderung besteht, daB Alb. /Glob. 
fixiert oder zum mindesten bekannt ist, scheint es mir, daB8 Kylin und 
Kristensson mit einer allzu groBen Fehlerbreite gearbeitet haben. 
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Der EiweiBgehalt in den verschiedenen Lésungen wurde durch N-Be- 
stimmung nach Kjeldahl (Modifikation von A.C. Andersen und nach 
Norman-Jensen) festgelegt. Vom Total-N wurden die Rest-N-Werte 
subtrahiert. Bestimmung der letzteren geschah nach Wu-Folin. 

Der Kolloiddruck ist mit dem Osmometer Nr. 2 nach Krogh und 
Nakazawa bestimmt worden. Die Methode arbeitet nach Angabe dieser 
Verfasser mit einer Fehlergrenze von -+- 7,5 mm H,O. 

Gegen das hier angewandte Verfahren kénnte man einwenden, daB 
die Bestimmungen des Kolloiddruckes in den konzentrierten Seren nicht 
bei normaler, sondern bei bis herauf zu doppelter Kristalloidkonzentration 
ausgefiihrt wurden. Indessen ist von Mayrs und Krogh und Nakazawa 
gezeigt worden, daB eine derartige Erhéhung des Neutralsalzgehaltes keine 
meBbare Rolle spielt. 

DaB eine bedeutende py-Verschiebung wahrend der Eindunstungs- 
prozedur stattgefunden hat, geht aus der Tabelle I hervor. 


Tabelle I. 











Serum Pua vor der | pq nach der Serum Pa vor der | py nach der 
Nr. Eindickung Eindickung Nr. Eindickung Eindickung 
I 7,77 8,87 ll | 7,77 | 8,81 
TT 8,36 8,78 Iv | 780 | 869 


Die Abhangigkeit des Kolloiddruckes vom py ist von Krogh und 
Nakazawa, Meyer u.a. untersucht worden. Aus ihren Untersuchungen 
geht hervor, daB eine Verschiebung des py bis zu 8,3 keinen meSbaren 
EinfluB auf den Kolloiddruck ausiibt. Es stand noch offen, inwiefern 
eine py-Verschiebung bis zu etwa 9 den Kolloiddruck beeinfluBt. Zur Klar- 
stellung wurde deshalb der Kolloiddruck an Serum gemessen, dessen py 
durch Zusatz von gleichen Mengen Borat-HCl-Puffer in verschiedener 
Abstufung verschoben wurde. Aus Tabelle II geht hervor, da8 hierbei 
keine Veranderungen des Kolloiddruckes auBerhalb der Fehlergrenze der 
Methode beobachtet wurden. 


Tabelle II. 





Serum Osmometer Kolloiddruck 


Nr. Nr. pH | mm H,O 
I 1 8,13 167 
I 1 8,13 165 
I 3 8,81 162 
I 3 8,81 161 
I 1 8,98 159 
I 3 8,98 167 
Resultate. 


Die resultierenden Werte sind in Abb. 2 als Kurve dargestellt, 
wo die EiweiSkonzentration auf der Abszisse und der Kolloiddruck auf 
der Ordinate abgetragen sind. 
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Die Kurve hat anfanglich einen ziemlich geradlinigen Verlauf, 
zeigt dann bei den EiweiBwerten zwischen 4,5 und 9° eine deutliche 
und scharfe Kriimmung. Bei noch héheren Werten ist der Verlauf 
wieder ziemlich geradlinig. Bemerkenswert ist, daB bei Konzentrationen 
oberhalb der physiologischen eine ziemlich geringe Erhéhung des 
EiweiBgehalts eine recht betrachtliche Erhéhung des Kolloiddruckes 


bedeutet. Eine entsprechende Sen- 
kung des Eiweibgehalts unterhalb 
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Fiir Konzentrationen zwischen 1 und 5% betragt die Druckzunahme 
pro Prozent EiweiB8 30 bis 40, zwischen beispielsweise 8 und 9 % 115 und 
bei Erhéhung von 14 auf 15 % 185 mm H,0. 

Es kénnen also friihere Untersuchungen auf diesem Gebiete im 
groBen und ganzen als bestatigt angesehen werden. Sie werden durch 
Bestimmungen innerhalb friiher nicht untersuchter Konzentrations- 
gebiete erweitert. 

Es ist anzunehmen, da®B die hier diskutierte Abhangigkeit des 
Kolloiddruckes von der EiweiBkonzentration spezielle physiologische 
Bedeutung gewinnen kann, besonders in den Fallen, wo das Blut durch 
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die sekretorische Funktion der Driisen gréBerer Mengen Wassers 
beraubt wird, wie es bei der Nierensekretion der Fall ist. 

Nach den modernsten Untersuchungen auf diesem Gebiete (Cushny, 
Rehberg u. a.) scheint man betreffs der Wasserumsetzung in den Nieren 
davon ausgehen zu kénnen, daB in den Glomeruli eine Ultrafiltration 
stattfindet, wobei 110 bis 150 ecem Primarharn pro Minute oder wenigstens 
160 Liter pro 24 Stunden gebildet werden, deren Zusammensetzung 
gleich der des Plasmas minus Proteinstoffen ist (Richards und Wearn). 
Vom Primarharn werden in den Tubuli ungefahr 99° zuriickresorbiert, 
so daB sich die endgiiltige Menge Blasenharns auf etwa 1 bis 1,5 Liter 
pro 24 Stunden belauft. Schoa hieraus kann man den SchluB ziehen, 
daB das Blut, welches nach dem Passieren der Glomeruli die Vasa 
efferentia durchstrémt, in bezug auf Eiweibstoffe bedeutend konzen- 
trierter ist als dasjenige in den Vasa afferentia. 

Um sich tiber die GréBenordnung dieses Konzentrationsunter- 
schiedes eine Auffassung bilden zu kénnen, ist es notwendig, anndhernd 
die Blutmenge zu kennen, die die Nieren wahrend 24 Stunden durch- 
strémt. Die in der Literatur zuganglichen Zahlen sind indessen recht 
variierend. Cushny berechnet die fragliche Blutmenge zu etwas iiber 
700 Liter pro 24 Stunden. 

Durch Bestimmungen des Kalibers der Nierenarterie und der 
Geschwindigkeit des Blutstromes in diesem GefaB oder mit der Stromuhr 
sind Werte zwischen 480 und 590 Liter erhalten worden (Metzner, 
Landergren und Tigerstedt). Diese Zahlen sind natiirlich Mittelwerte, 
die unter verschiedenen physiologischen Bedingungen in sehr hohem 
Grade variieren kénnen. Wenn man indessen von der héchsten dieser 
Zahlen ausgeht, namlich der von Cushny angegebenen, oder etwa 
750 Liter pro 24 Stunden, kann man folgende annahernde Berechnung 
anstellen, 

‘Nach Alders refraktometrischen Bestimmungen betragen die 
Blutkérperchen 44% der Blutmasse, das Fibrinogen nach Lewinsky 
4,2 und die Lipoide '/, bis 1%. Also macht das Serum 51 % der ge- 
samten Blutmasse aus, und die Nieren werden also deshalb pro 24 Stunden 
von 382 Liter Serum, welches ja der beim Kolloiddruck wirksame Anteil 
ist, durchstrémt. Aus diesen 382 Liter Serum wird pro 24 Stunden 
durch Filtration in den Glomeruli 160 Liter Primarharn abgepreBt, 
das bedeutet, das Serum wird zu 58% seines urspriinglichen Volumens 
eingedickt, und dessen urspriingliche KiweiBkonzentration steigt von 
beispielsweise 8 auf etwa 14%. Dieser Konzentrationsunterschied 
bedeutet nach der Kurve Abb. 2, daB sich der Kolloiddruck wahrend 
des Passierens der Glomeruli von den im Vas afferens herrschenden 
Normaldruck auf mehr als 1250mm H,O oder 92mm Hg im Vas 
efferens und dem arteriovenésen Kapillarnetz erhéht, ein Verhalten, 
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das bei den beiden Phasen der Nierenfunktion, namlich teils Ultra- 
filtration in den Glomeruli, teils Zuriickresorption in den Tubuli von 
Bedeutung sein diirfte. 


Voraussetzung hierfiir ist jedoch, daB bei der Primarharnbildung 
alles Wasser dem Plasma entstammt, und da® nicht den Blutkérperchen 
auf Grund des hohen Kolloiddruckes im Plasma Wasser entzogen wird. 
DaB dies nicht in héherem Grade der Fall ist, geht aus Hamatokrit- 
bestimmungen hervor, die teils an normalem Citratblut, teils am selben 
Blute, nachdem das Plasma nach Ultrafiltration auf sein halbes urspriing- 
liches Volumen eingedickt worden ist, vorgenommen wurden, d.h. im 
letzteren Falle waren die Blutkérperchen in einem Plasma mit etwa doppelt 
normaler Eiwei®konzentration aufgeschwemmt. Siehe Tabelle ILI. 


Tabelle III. Protokoll 7. 





Mittelwert der 


‘ Anzahl 7 : 
~~ | Bestimmungen |, fC erehenvolemina 
Citratblut, normales Plasma ........ 12 36,1 
’ . 
cs konzentriertes Plasma ...... 12 35,6 


In den Fallen, wo das Plasma konzentriert war, kann man allerdings 
eine gewisse Senkung des Blutkérperchenvolumens erkennen; dies kann 
jedoch bei der Fehlerbreite der hier dargelegten Berechnungen unberiick - 
sichtigt bleiben. Weiterhin spricht gegen die Hypothese, daf den Blut- 
kérperchen durch Konzentrieren des Blutes bei der Primarharnbildung 
Wasser entzogen wird, auBerdem die Tatsache, daB die Erythrocyten einen 
sehr hohen Hamoglobingehalt haben, der sich nach Stein und Gamgee auf 34 % 
belauft und sich in kolloidaler Form befindet. Nach Adair iibt indessen 
eine 30 %ige Hamoglobinlésung einen Kolloiddruck von mehr als 300 mm Hg 
aus. Hieraus geht hervor, da8 der Kolloiddruck niemals auch nur annihernd 
so hohe Werte erreichen kann wie der Schwellungsdruck in den Erythro- 
cyten. Diese Tatsache schlieBt weiterhin die Méglichkeit aus, da den 
Erythrocyten bei der Primarharnbildung Wasser entzogen wird. 

Die durch Ultrafiltration in den Glomeruli stattfindende Primar- 
harnbildung ist vom Filtrationsdruck, entsprechend folgender Formel, 
abhangig: P,; = P — Py — P,, wo P, Filtrationsdruck, P der kapillare 
Blutdruck in den Glomeruli, P, der Kolloiddruck des Blutes und 
P, Druck in der Bawmannschen Kapsel bedeutet. Von diesen GroBen 
ist P, konstant, wenn der Primarharn durch die Sammelréhren und 
durch Resorption in den Tubuli freien AbfluB hat. Py) dagegen erhoht 
sich wahrend des Verlaufs der Filtration, um sich nach und nach dem 
Werte von P zu nahern, jedoch wegen des staindigen Blutstromes 
in den Glomerulikapillaren bleibt Py< P. Nach Kurve in Abb. 2 
und Berechnungen auf 8. 227 muB jedoch P, zu einem betrachtlichen 
Wert anwachsen, der denjenigen fiir P nur wenig unterschreitet, zumal 
man diesen nach Tammann als 80°, des systolischen Blutdruckes 
betrachten darf. Der Ausgleich zwischen den Werten P und Py geschieht 
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durch den Blutstrom in den Kapillaren bis zu einem gewissen Gleich- 
gewicht, das durch die Geschwindigkeit des Blutstromes und den 
Kolloiddruck des Blutes bedingt ist, so daB, je geringer diese GréBen 
sind, je mehr Primarharn gebildet wird und umgekehrt. GemaB dieser 
Theorie soll also ein hoher Kolloiddruck im Blute eine herabgesetzte 
Primarharnbildung bedingen und ein niedriger Kolloiddruck wiirde 
dieselbe erhéhen, ein Gedankengang, der mit Rehbergs Versuchsresul- 
taten gut in Einklang zu bringen ist. Rehberg findet namlich, daB die 
Kreatininausscheidung als MaB fiir Primairharnbildung dem Kolloid- 
druck proportional ist. 

Die Harnproduktion beruht insofern auf der Blutzufuhr zu den 
Nieren, als die Harnproduktion abnimmt und schlieBlich Anurie eintritt, 
wenn man die Vena renalis mehr und mehr verengt und schlieBlich 
vollkommen komprimiert. Diese Tatsache hat man durch Reflex- 
wirkung, Koagulation des Blutes in den Glomeruli, Asphyxie oder 
durch die Annahme einer Verengung der Nierenkanaéle auf Grund des 
durch Stauung stark dilatierten Kapillarsystems zu erkliren versucht. 
Indessen geht aus der Formel und Darstellung hier oben hervor, dab 
ein verlangsamter Blutstrom eine erhéhte Primarharnbildung und einen 
erhéhten Kolloiddruck verursacht. Bei vollstaéndiger Stauung mub 
dann P, = P — P, werden, gleichbedeutend mit aufgehobener Primar- 
harnbildung und totaler Anurie. 

Auf welche Weise die Zuriickresorption in den Tubuli geschieht, 
ist uns wenig oder gar nicht bekannt. Cushny vermutet durch ,,the 
vital activity of the epithelium“ eine Auffassung, die auch Hober u. a. 
teilen. Durch die oben diskutierten hydrophilen Eigenschaften des 
SerumeiweiBes ist eine Méglichkeit gegeben, die physikalische Natur 
der Zuriickresorption zu erklaren. Die von den Glomeruli ausgehenden 
Vasa efferentia verzweigen sich und gehen im arteriovenésen Kapillar- 
system der Niere auf, das die ganze Niere gleich einem feinmaschigen 
Netz durchsetzt und in dem die Glomeruli und Tubuli eingebettet 
liegen. Zwischen den Tubulischlingen laufen also unzahlige feine Ka- 
pillaren. In diesen sowohl wie in den Vasa efferentia herrscht, wie oben 
dargelegt, ein sehr hoher Kolloiddruck, so daB die Differenz im Kolloid- 
druck oder Schwellungsdruck zwischen dem Lumen der Kapillaren 
und Tubuli — via Epithelzellen — annahernd 90mm Hg ist. Die 
Annahme liegt nun sehr nahe, da der hohe Kolloiddruck, wie er gemaB 
der Berechnung auf S. 225 in den Vasa efferentia und Nierenkapillaren 
vorhanden sein muB, die physikalische Unterlage fiir die Zuriick- 
resorption ausmacht. Hierdurch bietet sich némlich die Méglichkeit 
fiir einen Fliissigkeitsstrom vom Lumen der Tubuli zu den nahe ge- 
legenen Nierenkapillaren. Die zu Gebote stehende Druckdifferenz 
ist 4uBerst hoch, nimlich 90 mm Hg, oder ist von der gleichen GréBen- 
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ordnung wie der Filtrationsdruck bei der Glomerulusfiltration. Die 
Flachengr6é8e der fraglichen Membran, d.h. die gesamte Oberflache 
der Tubuli betraégt nach Pitter ungefihr 6 qm oder viermal so viel wie 
die gesamte Oberflache der Glomeruluskapillaren. Durch diese Membran, 
die nach unserer heutigen Auffassung als semipermeabel betrachtet 
werden mu, sollten pro 24 Stunden 160 Liter Primarharn resorbiert 
werden, was nur einer 2,5cm hohen Fliissigkeitsschicht entspricht. 
Kine Priifung der physikalischen Bedingungen fiir die Riickresorp- 
tion des Wassers bestairkt also die Wahrscheinlichkeit dieser 
Theorie. 

Es ware indessen von Interesse zu wissen, ob die von Fishberg 
angegebene Formel (4) auch bei den hier untersuchten Eiweibkonzen- 
trationen giiltig ist. Um diese zu priifen, sind Werte aus der geometrisch 
ausgeglichenen Kurve Abb. 2 in ) , 








Formel (5) eingesetzt worden. 400 a 
Nach Fishberg all 
log p=—a.v. (5) 450 i ee 
formel (5) erhalt man durch ’% 7 
U 1 (5) Mach Mayrs Bae 
— 


Logarithmierung von Formel (4). 450) ill | 
Zum Vergleich sind auber den a ee a 


eigenen auch die in Fishbergs roo} —— | 
Nach Verney ene | 





Arbeit angegebenen, sowie die Pus 
daselbst wiedergegebenen Werte wm ——} > ROTEL RES 
nach Mayrs, Verney und Krogh 4 BUR ES LRN 1° el 
in diese Formel eingesetzt worden Mat Owe Peat 2 “se | 
(siehe Tabelle IV). Mit Hilfe 4” Pig 
dieser Werte wurden die in Abb. 4 gay fA | 
angegebenen Kurven konstruiert, 7 40 20 30 Gov 
wobei die v- Werte auf der Abszisse Abb. 4. 


und die log p-Werte auf der 

Ordinate abgetragen sind. Unter der Voraussetzung, daB Formel (4) 
Giltigkeit hat, miissen die auf diese Weise erhaltenen Kurven eine gerade 
Linie reprasentieren. Abb. 4 zeigt, daB die von Fishberg angegebenen 
Werte dieser Forderung entsprechen. Dasselbe gilt auch im ganzen 
fiir die Werte nach Mayrs, Verney und Grénwall, jedoch nur unter der 
Voraussetzung, daB die Werte fiir » den Normalwert fiir das Blut 
nicht unterschreiten, némlich 1,3, entsprechend etwa 7% EiweiB. 
Freilich entdeckt man schon bei diesem Wert eine gewisse Tendenz 
zur Kriimmung, die dann bei noch geringeren v-Werten bedeutend 
mehr zum Ausdruck kommt. Hieraus geht hervor, daB Fishbergs 
Formel (2) praktisch gesehen fiir normale und niedrigere Eiweibkonzen- 
trationen Giiltigkeit hat, daB dies aber, sobald die Eiweif’konzen- 
tration 7°% iibersteigt, nicht mehr der Fall ist. 
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232 A. Grénwall: 
Tabelle IV. 
a Nach 

; Fishberg Mayrs Verney | Krogh Gronwall 
0,7143 0,787 - _ — — |—0,1456 
0,769 0,905 ons a - — |—0,0564 
0,833 1,04 — _ — ~ 0,0204 
0,909 1,26 — — - _ 0,110 
1,00 1,55 — ane niet 0,279 
1,11 1,96 - _ ~ — 0,263 
1,21 2,60 “ an — 0,303 o~ 
1,25 2,60 — — — _— 0,332 
1,27 2,49 _ 0,312 _ ‘en abe 
1,39 2,83 (1,325 — _ ~- — 
1,41 2,87 = 0,332 — — -— 
1,43 3,42 — — —_ _ 0,373 
1,44 2,98 — 0,329 _— — 
1,54 3,24 — — 0,332 — ~ 
1,57 3,39 oe = 0,337 — — 
1,58 3,35 0,332 — — — _ 
1,59 3,62 _ 0,352 — —_ me 
1,60 3,55 os ac 0,344 ei = 
1,66 4,35 _ - ee “n 0,385 
1,72 3,53 0,319 — — —_ _— 
1,81 4,05 —_ 0,335 — _ _ 
1,98 4,57 0,333 a -- - — 
2,00 5,71 ~ ~ - _ 0,378 
2,11 4,95 _ 0,329 ~ — = 
2,18 5,85 -- oes 0,352 _ aa 
2,22 6,58 _ _ — _ 0,369 
2,30 6,71 - — 0,356 _ ha 
2,31 5,93 0,335 ea = oe ous 
2,42 6,67 — — -- 0,343 
2,50 7,69 _ — — — 0,354 
2,54 6,37 —_ 0,316 a _— - 
2,66 7,52 — -- 0,327 — 
2,78 8,42 0,330 — _ — 
12.83 8,55 on oi 0,329 — ~ 
2,86 8,93 ~ — - —_ 0,330 
2,93 8,69 -— 0,321 — — 
3,00 9,29 — . 0,324 —_ 
3,17 8,47 — 0,293 — —_ _ 
3,27 13,46 0,295 pia a 
3,33 10,87 _ — -- — 0,311 
3,62 12,50 — _ ~~ 0,341 _— 
3,65 15,20 pak wn 0,324 pies = 
4,0 13,33 ~- — — 0,281 
4,24 12,80 _ 0,253 _ _ — 
4,64 35,1 0,333 _— — _ — 

Zusammenfassung. 


1. Statt der bisher tiblichen Benennungen kolloidosmotischer 
und onkotischer Druck wird die Einfiihrung der Benennung Kolloiddruck 


vorgeschlagen. 
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2. Der Kolloiddruck wurde an verdiinnten, konzentrierten und 
normalen Sera in zehn Fallen bestimmt. Frithere Beobachtungen an 
normalen und verdiinnten Sera konnten bestatigt werden. In konzen- 
trierten Sera steigt der Kolloiddruck bei Erhéhung des Eiweibgehaltes 
um den gleichen Betrag bedeutend stirker als in verdiinnten Sera. 

3. Die erhaltenen Resultate werden speziell im Hinblick auf die 
Nierenfunktion diskutiert. Beim Passieren der Glomeruli mu der 
Kolloiddruck des Blutes sehr hohe Werte erreichen, die nicht nur 
in den Glomeruli, sondern auch in den Vasa efferentia und im arterio- 
vendsen Kapillarsystem herrschen miissen. Diese Werte werden auf 
etwa 9) mm Hg geschatzt und es wird angenommen, daB hierdurch 
die physikalische Grundlage zur Riickresorption in den Tubuli gegeben ‘ 
ist. Die Méglichkeit fiir die Haltbarkeit dieser Theorie wird diskutiert. 

4. Die von Fishberg angegebene Formel fiir das Verhaltnis zwischen 
k Kolloiddruck und EiweiBkonzentration hat fiir konzentrierte Sera 
keine Giiltigkeit. 

Die Untersuchung wurde ausgefiihrt mit Unterstiitzung der ,, Kungl. 
fysiografiska sallskapet Lund‘. 
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Uber die Induktion der Glykolyse. 


Von 
Fritz Lipmann. 
(Aus dem Biologischen Institut der Carlsbergstiftung in Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 2. Dezember 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wahrend die Induktion der Garung seit langem bekannt ist, sind 
erst in letzter Zeit Beobachtungen gemacht worden, aus denen zu 
schlieBen ist, daB auch die Zellglykolyse unter gewissen Bedingungen 
ein Induktionsstadium durchlauft. 

Rosenthal (1) beobachtete Aktivierung der anaeroben Glykolyse durch 
Vorausschicken einer lingeren aeroben Periode und in einigen Fallen 
Spontananstieg der Glykolyse. Mendel, Bauch und Strelitz (2) beschrieben 
Aktivierung durch Zusatz kleiner Mengen Brenztraubenséiure. In Fort- 
setzung seiner Versuche fand Rosenthal (3), daB neben Brenztraubensaiure 
auch andere Substanzen, die die Angiérung beschleunigen, wie Aldehyd 
und Methylenblau, eine Aktivierung der Glykolyse hervorrufen kénnen. 
Rosenthal stellte sich damals vor, daB durch die Wirkung dieser Stoffe 
Substanzen in der Zelle gebildet werden, die co-fermentartige Funktion 
haben. Dickens und Greville (4) unterzogen die von Rosenthal und Mendel 
beobachteten Aktivierungserscheinungen einer neuerlichen griindlichen 
Untersuchung. Wenn sie in einer anaeroben Vorperiode in Abwesenheit 
von Substrat die Gewebe verarmen lieBen, erhielten sie ganz regelmaBig 
einen Spontananstieg der Glykolyse. Sie fanden, daB der Spontananstieg 
durch Brenztraubensaiurezusatz sehr beschleunigt oder aufgehoben, daB 
aber durch Brenztraubensiure die Maximalgeschwindigkeit der Glykolyse 
niemals geandert wurde. 

Die Erfahrungen bei der Glykolyse der Monosaccharide lieBen es 
wiinschenswert erscheinen, eine Induktion der Glykolyse, wenn méglich, 
an einem iibersichtlichen System zu untersuchen. Geeignet erschien 
die Glykolyse der Glucose im Meyerhofschen Muskelextrakt in Gegen- 
wart von Aktivator. Die von Meyerhof (5) mitgeteilten Glykolysekurven 
in derartigen Extrakten zeigen einen kaum merkbaren Anstieg der 
Glykolysegeschwindigkeit. Da jedoch analog der Garinduktion theo- 
retisch ein solcher zu erwarten war, konnte dies méglicherweise daran 
liegen, daB die Lésungen Stoffe enthielten, die die Induktion zum Ver- 
schwinden bringen. Es war daher eigentlich beabsichtigt, durch Vor- 
behandlung der Lésungen die induktionsabkiirzenden Substanzen zu 
entfernen. Als jedoch mit Aktivatorlésungen, die nach dem Meyerhof- 
schen Verfahren (5) aus Kopenhagener Backerhefe dargestellt waren, 
Versuche mit Kaninchenmuskelextrakt angestellt wurden, zeigte sich 
unerwarteterweise eine sehr ausgepragte, zuweilen recht langdauernde 
Induktion der Glykolyse. 
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Die Muskelextrakte wurden aus Kaninchenmuskel durch Extraktion 
mit Wasser hergestellt. Die Aktivatorlésungen wurden aus kauflicher 
Backerhefe dargestellt. Zuweilen wurde das Hefeautolysat im KEis- 
schrank Jangere Zeit aufbewahrt. Nach 2 Tagen bildet sich dort ein 
voluminéser Niederschlag, der abzentrifugiert wurde. Die Lésung 
gibt dann mit Alkohol gefallt ebenso wirksame Aktivatoren wie das 
frische Autolysat. Die Induktion wurde in allen Fallen gefunden sowohl 
mit Aktivator aus frischem wie aus gealtertem Autolysat. Da, wie die 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Vergleich der Glykolyse von Starke und Glucose. 
1,2cem Muskelextrakt, 0,2 cem 0,2 mol. Bicarbonat. 
Kurve |: Im Anhang 0,4 ecm 4°/gige Stirkelisung, zu Versuchsbeginn eingekippt. 
0,2, 5°/,ige Glucose, 0,2cem Aktivator, zu Versuchsbeginn eingekippt. 
Im Gasraum Ng — 5 9/9 CO». 


* oe * 


Abb. 2. Aufhebung der Induktion durch Hexosediphosphorsiure. 
1,2ccm Muskelextrakt, 0,2 cem 0,25 mol. Bicarbonat. 
Im Anhang: 0,2 cem 5 °/sige Glucose 
0,2, Aktivator 
0,02, 0,1 mol. Hexosediphosphat 
Zur Zeit 0 wurde das Substrat eingekippt. Im Gasraum N»2 — 5/9 CO». 


\ — 
{ Glucose-Kurve | Glucose + HD.-Kurve. 


folgenden Versuche zeigen, die Induktion durch Zugabe_ kleinster 
Mengen Hexosediphosphorsaiure oder Brenztraubenséure aufgehoben 
wird, ist anzunehmen, daB in friiheren Versuchen entweder im Extrakt 
oder in der Aktivatorlésung geniigende Mengen dieser Stoffe vorhanden 
waren, um die Induktion zum Verschwinden zu bringen. Die Glykolyse 
wurde manometrisch gemessen. Temperatur 25°. 

Gereinigte Hexosediphosphorséure wurde aus Candiolin nach 
Neuberg und Kobel (8) als schwer lésliches Bariumsalz dargestellt. 

In Abb. 1 sind Starke- und Glucoseglykolyse nebeneinander dar- 
gestellt, die Induktion der Glucoseglykolyse dauert iiber 50 Minuten. 
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In Abb. 2 ist ein Versuch tiber die Wirkung von Hexosediphosphorsaure 
auf die Induktion wiedergegeben. Ebenso wie bei der Garung wird 
auch bei der Glykolyse die Latenzperiode durch Hexosediphosphorsaure 
abgekiirzt bzw. zum Verschwinden gebracht. In Abb. 3 ist die Wirkung 
von Brenztraubenséure dargestellt. Schon in 10-> mol. Konzentration 
iibt die Brenztraubenséure eine fast maximale Wirkung aus. Die 
Maximalgeschwindigkeit ist unbeeinfluBt. Die Wirkung der Brenz- 
traubensdure besteht lediglich in emer Abkiirzung der Induktionszeit. 

Es kann kaum zweifelhaft erscheinen, 





cm Ol, daB es sich hier um ein der Angarung 
—22ps) | gleiches Phanomen handelt, und man 

x “96 4 yp: ° 
od | a od aa kann véllig davon absehen, irgendwelche 


Aes ee Co-Fermenttheorien zur Erklarung heran- 
) zuziehen. Vielmehr ergibt sich aus der 
Folge der Einzelreaktionen der Garung 
sowie der Glykolyse, daB bis zur Satti- 
San gung des Fermentsystems mit den spezt- 
fischen Substraten beide Reaktionen 
einen autokatalytischen Verlauf haben 
Dt miissen. Wie schnell diese Sattigung 
eintritt, hangt vom Garsubstrat ab. Dab 

| eid eine Induktion bei der Glykolyse der 

‘a ae Glucose, nicht aber bei der Glykolyse 
2 3% 0 50 60 Mn der Polysaccharide Starke und Glykogen 
stattfindet, diirfte damit zusammen- 
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Abb. 3. 
Aufhebung der Induktion durch hangen, daB bei der Herauslésung der 
Brenztraubensaure. Ansatz wie Glucose aus dem Polvsaccharid gerade 
Abb. 2. Zusatz von brenz- - oe ait ee ee fj 
traubensaurem Na. eine entsprechende Energie frei wird, wie 


sie zur Phosphorylierung der Glucose 
notwendig ist. Da8 die bei der Herauslésung frei werdende Energie zur 
Phosphorylierung Verwendung findet, 1aBt sich auch daraus schlieBen, 
daB nach Versuchen von Lundsgaard (9) ein direkter Angriff des 
Polysaccharids bei der Veresterung ohne vorherige Spaltung auBerst 
wahrscheinlich ist. Es sei erwahnt, da Hexosediphosphorsdéure oder 
Brenztraubensaure allein eine Glykolyse der Glucose im Muskelextrakt 
nicht hervorrufen konnten, sie trat nur in Gegenwart des Akti- 
vators auf. 
Im Zusammenhang mit der induktionsabkiirzenden Wirkung wurde, 
im AnschluB an die Hefeversuche von Nilsson (6) und von Meyerhof 
und Kiessling (7), die Wirkung der Hexosediphosphorséure und Brenz- 
traubensaéure auf die Phosphorylierung der Glucose im Fluoridmuskel- 
extrakt + Aktivator orientierend untersucht. Wie Tabelle I zeigt, 
rufen beide Verbindungen bei Anwesenheit von Glucose eine Veresterung 
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hervor. Nur bei kleinen Mengen Brenztraubensaure war die Veresterung 
aquivalent der zugesetzten Menge. Zusatz kleiner Mengen Hexose- 
diphosphorsaéure gleichzeitig mit Brenztraubenséure vergréBerte den 
Umsatz nicht. Bei Zusatz von Hexosediphosphorsiure dagegen war 
die Veresterung annahernd aquivalent der zugesetzten Menge or- 
ganischen Phosphats. Hierbei machte ich die eigentiimliche Beob- 
achtung, daB die Veresterung, und zwar im gleichen Umfang, auch 


Tabelle I. Veresterung von Glucose in Fluoridmuskelextrakt 
+ Aktivator bei Zugabe von Hexosediphosphorsaure bzw. 
Brenztraubensaure. 

Pro Ansatz 0,6 ccm Muskelextrakt in 1,2 cem enthaltend 0,04 mol. NaF, 
0,8% Glucose, 0,1 cem Aktivator und die entsprechenden Zusatze. 


a) Hexosediphosphorsaure. 





Hexosediph. Versuchs- 





4 , Verestert 
Reaktionsgemisch zugesetzte Menge a sans | dauer 
in 10-3 Millimol P |20~° MillimolP) 
Min. 
Glucose + HD. ohne Aktivator . . 12,9 0,6 45 
Aktivator + HD. ohne Glucose 12,9 1,6 
Glucose + Aktivator ener a 0 
ji s + HD. . 6,5 48 
is e Bt nor akg hs 12,9 9,6 
Aktivator + HD. nach 30 Min. Glucose 12,9 11,4 | 85 
Glucose + HD. nach 30 Min. Aktivator | 12,9 11.0 
b) Brenztraubensaure. 
“ee Verestert _ 
Reaktionsgemisch zugesetzte Menge 10> 3 Millimol P cone 
in 10-3 Millimol Min. 
Glucose ohne Aktivator. ..... 10 0 90 
ph + Aktivator....... 2,5 2,2 
” o. K Meee ot eee 5 2.9 
ps oe mn pi eriesie) tad tert 10 3,5 


dann stattfindet, wenn Hexosediphosphorsdure zuerst zu aktiviertem 
Extrakt und dann Glucose oder Hexosediphosphorsaure -}- Glucose 
zuerst und dann Aktivator zugesetzt wurden. Mit den nachtraglichen 
Zusitzen wurde solange gewartet, bis der Hauptteil der zugesetzten 
Hexosediphosphorsaure in Glycerinsiurephosphat und Glycerinphosphat 
dismutiert war (nach Messung der Saurebildung und der Hydro- 
lysenkurve etwa 80%). Da der Zusatz der Dismutationsprodukte 
weder allein noch gemeinsam unter gleichen Bedingungen zu einer 
Phosphorylierung fiihrte, scheint diese Beobachtung darauf zu deuten, 
da8 wahrend der Dismutation eine Reaktion im Extrakt stattfindet, 
die auch nachtraglich zur Veresterung von Glucose fiihrt. 
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Zusammenfassung. 


Der Glucoseglykolyse im Meyerhofschen Muskelextrakt + Akti- 
vator geht in Abwesenheit induktionsabkiirzender Substanzen eine 
der Angaérung entsprechende Induktionsperiode voraus. Durch Hexose- 
diphosphorséure und Brenztraubensdéure (schon 10-* mol.) wird die 
Induktion zum Verschwinden gebracht. In Fluoridmuskelextrakt 
+ Aktivator fiihren beide Substanzen zu einer Veresterung von Glucose. 
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Uber die Isolierung der isomeren Phosphoglycerinsiuren 
(Glycerinsiure-2-Phosphorsiure und Glycerinsaure-3-Phosphor- 
siure) aus Giransitzen und ihr enzymatisches Gleichgewicht'. 
Von 


0. Meyerhof und W. Kiessling?. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 21, Dezember 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Kiirzlich ist von K. Lohmann und O. Meyerhof gezeigt®, daB die 
interessante, von G.Embden* im Muskelbrei entdeckte Reaktion 
Phosphoglycerinsaure - Brenztraubenséure +- Phosphorsdure in Wirk- 
lichkeit eine Reaktionskette darstellt, indem als Intermediarprodukt 
(enol) Brenztraubensaure-Phosphorsiure (,,Phosphobrenztraubensaure'‘) 
auftritt, 

CH, = C.(O0P0;H,) — COOH 


die ihrerseits durch einfache Hydrolyse in Brenztraubenséure und 
Phosphorsaure zerfallt. Da die Phosphorsiuregruppe hier in 2-Stellung 
anzunehmen ist, erhebt sich die Frage, wie dieser Ubergang zustande 
kommt oder, anders ausgedriickt, die Frage nach der Konstitution der 
Phosphoglycerinséure. Denn wenn diese auch bisher stillschweigend 
als Glycerinsiure-3-Phosphorsiure angesprochen wurde, gibt es wohl, 
wie mit Recht kiirzlich hervorgehoben wurde®, dafiir keinen experi- 
mentellen Beweis, sondern nur das Wahrscheinlichkeitsargument, das 
in ihrer enzvymatischen Bildung aus Dioxyacetonphosphorsiure ge- 
legen ist. 


In der Tat ist es uns gelungen, die natiirliche Phosphoglycerinsaure 
in zwei Isomere zu zerlegen, in Glycerinsiure-3-Phosphorsiure (3-Phgl.) 
und Glycerinsiure-2-Phosphorséure (2-Phgl.), und festzustellen, dab 
sie sich auf Grund einer enzymatischen Gleichgewichtsreaktion in- 
einander umwandeln. 


' Vorlaufige Mitteilung Naturwiss. 22, 838, 1934. — ? Stipendiat der 


Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. —- * Diese Zeitschr. 273, 
60, 1934. — 4 Embden, Deuticke u. Kraft, Klin. Wochenschr. 1933, 


213. — ° H. Appel, Die 3-Kohlenstoffzucker und ihre biologische Bedeutung, 
Chem.-techn. Vortrage, Neue Folge, Heft 23, 8. 19, 1934. 
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Inhaltsiibersicht. 


I. Aufspaltung der Racemverbindungen.  Isolierung der Restkérper. 
II. Enzymatisches Gleichgewicht der Racemverbindungen und Gewinnung 
der biologisch wirksamen aktiven Komponenten daraus. 
11]. Gewinnung der Glycerinséure-2-Phosphorséure aus Hefemazerations- 
saft. 
Gleichgewicht der natiirlichen Verbindungen. 


IV 


Monophosphoglycerinséuren aus der natiirlichen Diphosphoglycerin- 
saure. 
I, Aufspaltung der Racemverbindungen. Isolierung der Restkérper. 
Wahrend die bisher in der Literatur beschriebene synthetiscie 
Phosphoglycerinsiure von C. Neuberg! von unbestimmter Konstitution 
ist, sind von W. Kiessling kiirzlich die beiden isomeren Phosphoglycerin- 
siuren getrennt synthetisiert worden®, durch Oxydation von reinem 
a- bzw. B-glycerinphosphorsauren Barium mit Brom. Die als kristalli- 
sierte Silbersalze rein dargestellten Verbindungen sind nun beide genau 
zur Halfte vergirbar, d. h. in beiden Fallen wird ein optischer Antipode 
verbraucht, wahrend der andere zuriickbleibt. Um dies festzustellen, 
wird mit Mazerationssaft das carboxylatisch abgespaltene CO, mit det 
zugesetzten Menge Phosphoglycerinséure verglichen. Die Abspaltung 
des Phosphats tbertrifft meistens die Kohlensdéurebildung, da auch 
die andere optische Komponente langsam durch Phosphatase gespalten 
wird. Zu erwarten sind pro Milliaquivalent 71 mg P,O; und 22,4 cem 
Kohlensaure. 
Versuchsbeisel : 


Gdrung von racemischer Glycerinsdure-2-Phosphorsdure. 


Zusatz, enthaltend 1,21 mg schwer hydrolysierbares P,O,;. In 2 Stunden 
(28°) aufgespalten 0,71 mg. Dabei CO, entwickelt 194 cemm (nach Abzug 
des Kontrollansatzes). CO,-Entwicklung entspricht 0,614 mg P,O; = 50,7% 
des Zusatzes. 


Gdrung von racemischer Glycerinsdure-3-Phosphorsdure. 

Zusatz: 2,74 mg schwer hydrolysierbares P,O;. In 2 Stunden (28°) 
aufgespalten 1,70mg P,O;; CO, entwickelt (nach Abzug der Kontrolle) 
445emm CO,; entspricht 1,41 mg P,O; = 51,5% des Zusatzes. 

Dabei vergaéren die beiden Isomeren mit gleicher Geschwindigkeit 
und zeigen auch keinen Unterschied bei der Fluoridhemmung. Ein 
ganz analoger Umsatz findet in frischem Muskelextrakt statt. Hier 
wird jede der beiden isomeren Verbindungen annihernd zur Halfte in 
Brenztraubensiure und Phosphorsiure aufgespalten. 


1 Neuberg u. Vogt, diese Zeitschr. 211, 3, 1929. — * Chem. Ber. 68, 
243, 1935. 
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Beispiel. Zu 5ccm frischem Kaninchenmuskelextrakt zugesetzt : 

1. Glycerinséure-2-Phosphorséiure mit 11,1 mg schwer hydrolysier- 
barem P,O;. In 2 Stunden abgespalten 5,56 mg P,O, und 5,0 mg Brenz- 
traubenséure gebildet (erwartet 6,9 mg). 

2. Glycerinsiure-3-Phosphorsiure mit 15,9mg schwer hydrolysier- 
barem P,O;. In 2 Stunden abgespalten 7,62 mg P,O, und 7,15 mg Brenz- 
traubenséure gebildet (erwartet 9,4 mg). 


Obwohl sich die zuriickgebliebenen Antipoden auch aus Mazerations- 
saft isolieren lassen, wurde aus praparativen Griinden die Isolierung 
aus Muskelextrakt vorgenommen. Dieser war vorher auf seine Wirksam- 
keit gepriift, weil auch die biologisch inaktiven Komponenten in langerer 
Zeit von der Muskelphosphatase angegriffen werden. Der Versuch 
wurde nach Abspaltung von 45 bis 50% des schwer hydrolysierbaren P 
unterbrochen, was bei guten Extrakten in etwa 30 Minuten der Fall war. 


Beispiel der Isolierung des Restkérpers aus racemischer Glycerinsdure- 
3-Phosphorsdure. 

11,3 cem einer neutralen Lésung des Natriumsalzes von racemischer 
3-Phgl. (aus 3g Silbersalz) wurden mit 250 ccm Muskelextrakt + 37 ccm 
2,6 % igem Natriumbicarbonat mit 5% CO, in N, gesattigt und 30 Minuten bei 
28° gehalten. Dann wird mit 50 cem 40 %iger Trichloressigsiure enteiweiBt, 
iiber Kieselgur abgenutscht, 5g Bariumacetat zugegeben, neutralisiert 
und mit 2 Teilen Alkohol gefallt. Der Niederschlag wird in verdiinnter 
Salzsiure gelést, das Barium mit Schwefelséiure, das anorganische Phosphat 
mit Magnesiamixtur in ammoniakalischer Lésung abgetrennt. Die Lésung 
wird mit Salpetersiure kongosauer gemacht, mit 25%igem Bleiacetat im 
Uberschu8 versetzt, das zundchst ausgetallene Bleisulfat abzentrifugiert 
und aus der neutralisierten Lésung das ausgefallene Bleisalz isoliert. Dieses 
wird in das Bariumsalz umgewandelt und letzteres als saures Salz zur 
Kristallisation gebracht. Ausbeute 40 bis 50%. Das saure Bariumsalz 
kristallisiert genau wie die natiirliche, entgegengesetzt drehende Komponente 
{(—)-3-Phgl.] in groBen Platten mit 3 Mol Kristallwasser. P-Gehalt wurde 
kolorimetrisch bestimmt. 

4,25 mg Substanz: 0,82 mg P,O;. 

Berechnet fiir C,H,;O;Ba + 3 H,O 18,9°%, gef.: 19,3 %. 

Spezifische Drehung der freien Saure in n HCl. 


1. Procem 25,8 mg freie Saure,/ = ldm. « = + 0,40°. {x5} i 15,49, 
2. 21,3 mg freie Séure pro cem. «= + 0,305°. [a]7) = + 14,33°. 


Entsprechender Ansatz mit racemischer Glycerinsaure-2-Phosphor- 
siure. Das saure Bariumsalz der 2-Phgl., das in gleicher Weise isoliert 
wird, kristallisiert bedeutend schlechter. Nach tagelangem Stehen 
kann man unregelmaBige Blattchen erkennen. Das saure Bariumsalz 
der Glycerinsiure-2-Phosphorsiure kristallisiert ebenfalls mit 3 Mol 
Kristallwasser. 

4,3 mg Substanz: 0,805 mg P,O,. 
Berechnet: C,H,O,PBa + 3H,O 18,9%, gef.: 18,64%. 
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Spezifische Drehung der freien Saéure in n HCl. 14,0 mg freie Saure 
pro cem, / = 1dm. « = — 0,33°. [a]f? = — 23,55°. 

Der Hauptunterschied der beiden Verbindungen besteht also, 
abgesehen von der leichteren Léslichkeit der Erdalkalisalze der 2-Phgl. 
darin, daB die biologisch unwirksame Komponente von dieser stark 


links dreht (#7) = — 23,6°), wahrend die biologisch unwirksame Kom- 
ponente der 3-Phgl. weniger stark rechts dreht (aj = + 15°). 


Will man den Gehalt eines Phgl.-Praparates an den beiden Isomeren 
an Hand der Drehung bestimmen, so mu man sicher sein, daB es keine 
Racemanteile enthilt und daB bei der Darstellung keine nachtrigliche 
Anderung eintritt. ‘Tatsachlich nimmt bei wiederholtem Umkristalli- 
sieren in saurer Lésung der Drehungswert der aktiven 3-Phgl., vermutlich 
durch Racemisierung ab, gleichzeitig geht dann bei der biologisch 
wirksamen Komponente das Giarvermégen entsprechend zuriick. Die 
Zusammensetzung muB daher aus der gleichzeitigen Bestimmung der 
Drehung und des Garvermégens berechnet werden. DaB die oben 
angegebenen spezifischen Drehungen der Restkérper tatsachlich den 
reinen, optisch-aktiven Saéuren entsprechen, geht daraus hervor, daB 
sie mit umgekehrten Vorzeichen gleich sind den isolierten natirlichen 
Verbindungen. Als Mittelwert wurde auf Grund einer Reihe von 
Messungen an weitgehend gereinigten Phgl.-Praparaten fiir 2-Phgl. 
(+-) (—) 24,309, fiir 3-Pngl. (—) (+) 14,4° als wahre spezifische Drehung 
angenommen (vgl. III). Diese Werte gelten nur fiir die freien Sauren 
(inn HCl). Dagegen sind die neutralen Salze sowohl der natiirlichen 
(—) 3-Phgl. wie der natiirlichen (+) 2-Phgl. rechtsdrehend. 


II. Enzymatisches Gleichgewicht der Racemverbindungen und Gewinnung 
der biologisch wirksamen aktiven Komponenten daraus. 


Die Tatsache, daB die beiden isomeren Phosphoglycerinsaéuren in 
gleicher Weise carboxylatisch zerfallen, sprach von vornherein dafiir, 
daB beide als Intermediarverbindungen der Kohlenhydratspaltung 
auftreten und dann ineinander umwandelbar sein miiBten. Der gliick- 
liche Umstand, daB die biologisch wirksamen Komponenten ein ent- 
gegengesetztes Drehungsvermégen besitzen, erleichterte es, diese 
Annahme zu beweisen. Falls sich zwischen beiden Verbindungen in 
Gegenwart von Muskel- oder Hefeenzym ein Gleichgewicht einstellen 
sollte, so war zu erwarten, daB bei Zusatz von racemischer 3-Phgl. in 
Gegenwart von Natriumfluorid (wodurch eine Aufspaltung verhindert 
wird) eine -+--Drehung, bei Zusatz von racemischer 2-Phgl. eine 
—-Drehung auftritt. Denn in ersterem Falle muBte sich linksdrehende 
Phgl. teilweise in rechtsdrehende Phgl. umlagern, waihrend die biologisch 
unwirksame rechtsdrehende 3-Phgl.-Komponente unangegriffen blieb, 
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umgekehrt im Falle der racemischen 2-Phgl. Jedesmal hat man fiir 
ein sich umlagerndes Mol 2 Mol von gleichem Drehungssinn zu erwarten. 
Diese Uberlegung erwies sich als zutreffend und aus der GréBe der auf- 
tretenden Drehung konnte das hier bestehende Gleichgewicht be- 
rechnet werden. 


Berechnung. Da sich bei dem Racemkérper nur 50°% am Umsatz 
beteiligen, mite, wenn sich der gesamte linksdrehende Anteil an 
3-Phgl. in rechtsdrehende 2-Phgl. umlagert, hierbei eine spezifische 
+ 14,5 + 24,8 


o 
ad 


Drehung des entstehenden Gemisches [«’]7) 19,4° 


auftreten. In gleicher Weise wiirde bei der Umlagerung der gesamten 
rechtsdrehenden 2-Phgl. in linksdrehende 3-Phgl. [«’ |} = — 19,4° auf- 
treten. Gemessen wurde nach 30 Minuten Inkubation im Muskel 
extrakt fiir die Saéuren in n HCl bei Umlagerung von racemischer 


3-Phgl. ein [«’]7) = + 5,4° und dementsprechend ein Umsatz von 
5 
5,4.100 r - i P 
ae = 27,8°%: bei Umlagerung von 2-Phgl. ein [x]; = — 13,9° 
“9 
13,9 . 100 


und dementsprechend ein Umsatz von = 73.6%. . You 


19,4 

beiden Seiten hat sich also genau dasselbe Gleichgewicht eingestellt, das 
"9 TI. ¢ 

bei yi Bec = gelegen ist. (Ausfiihrung der Versuche vgl. IV.) 

0,28 Teile 2-Phg}. 

Diese optische Aktivierung zweier isomerer Racemverbindungen 
mittels eines Enzyms stellt einen bisher noch nicht beobachteten Fall 
dar, denn die bisher beschriebenen enzymatischen Aktivierungen 
beruhen entweder auf der Zerstérung der einen aktiven Komponente 
oder ihrer Weiterreaktion bzw. Spaltung zu einer neuen optisch aktiven 
Verbindung. Dagegen gelingt es in unserem Falle, aus der racemischen 
Phgl. mittels des umlagernden Ferments die biologisch wirksamen optisch 
aktiven Komponenten selbst zu isolieren, wahrend sonst die enzymatische 
Spaltung der Racemkérper zur Isolierung der biologisch unwirksamen 
Komponenten oder aber von mehr oder weniger ,,biologischen™ Spalt- 
produkten fiihrt’. Kine solche Isolierung zeigt das folgende Beispiel. 


1 In diesem Punkte unterscheidet sich das obige Verfahren auch von 
dem zuerst von Dakin (J. of Physiol. 30, 253, 1904; 32, 199, 1905) bei der 
Spaltung von racemischen Mandelsaureestern angewandten, das von Neuberg 
und Mitarbeitern auf Glucoside (Fermentforsch. 10, 491, 1929) und Phospha- 
tasen (diese Zeitschr. 188, 227, 1927) iibertragen wurde. In diesen Fallen 
werden mittels mehr oder weniger spezifisch wirkender hydrolysierender 
Enzyme nacheinander die in dem Ester vorgebildeten optisch-aktiven 
Alkohol- oder Saiurekomponenten in Freiheit gesetzt und zur Abscheidung 
gebracht. 
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Darstellung von biologisch aktiver (—)-Glycerinsdure-3-Phosphorsdure aus 
racemischer Glycerinsdéure-2-Phosphorsdure. 

100 cem Muskelextrakt (4 Stunden dialysiert), 41 cem racemisches 
2-phosphoglycerinsaures Na (aus 1,5g Ba-Salz), 2,8cem 4,2%ig. NaF, 
14,5 cem 2,6 %ig. Natriumbicarbonat werden mit 5% CO, in N, gesattigt 
und 2 Stunden bei 28° belassen. Nach EnteiweiBung mit 30 cem 40 %ig. 
Trichloressigsiure werden 2g Bariumacetat zugegeben, mit NaOH fast 
neutralisiert und mit 2 Teilen Alkohol gefallt. Die Substanz wird in ver- 
diinnter HCl gelést, vom Riickstand abgetrennt, das Barium mit H,SO, 
gefallt und in ammoniakalischer Lésung das anorganische Phosphat ab- 
zentrifugiert. In kongosaurer Lésung wird nach Zusatz von 25% Barium- 
acetat im Uberschu8 zuerst das ausgefallene BaSO, abzentrifugiert und 
dann bei schwach lackmussaurer Reaktion das Substanzgemisch mit Alkohol 
wieder gefallt. Es wird nochmals in HC! gelést und in ganz schwach kongo- 
saurer Lésung tropfenweise Alkohol zugegeben, bis ein kristallinischer 
Niederschlag auftritt. Nach einigem Stehen auf Eis wird er abgetrennt 
und auf dieselbe Weise noch zweimal umkristallisiert. Das in groBen Platten 
kristallisierende Salz besteht aus reiner (—) 3-Phgl. Ausbeute 170 mg. 

Analysen. Saures Bariumsalz bei Zimmertemperatur im Exsikkator 
getrocknet. P,O,; kolorimetrisch: 4,2 mg Substanz. 0,77 mg P,O,. 

Ber.: C,H;0,PBa + 3H,O 18,9%, gef.: 18,35 %. 

Spezifische Drehung in n HCl: 1 cem enthielt 23 mg freie Saure 
(aus P-Analyse). 1 = 1dm; « = 0,33°, [a]f? = — 14,34°. 

Carboxylatische Spaltung: zugegeben (in P,O,; ausgedriickt) 1,84 mg 
Phgl., 548 emm COQ,, entspricht 1,74 mg P,O;, Spaltungsgrad 94,6 %. 

Hier ist also aus racemischer 2-Phgl. bei enzymatischer Umlagerung 
die biologisch wirksame (—)-Komponente der 3-Phgl. rein gewonnen 
worden (wie die spezifische Drehung und die 95%ige Vergarbarkeit 
zeigt), dank der Schwerléslichkeit ihres Bariumsalzes im Vergleich 
zur 2-Phgl. Aus ihr kann man wieder, durch erneute enzymatische 
Umlagerung zur biologisch wirksamen (+ )-Glycerinsdure-2-Phosphor- 
séure zuriickgelangen, wobei im Héchstfalle 30%, gewinnbar sein 
wiirden (vgl. IV.). Diese wiirde auf Grund der leichteren Léslichkeit 
der Bariumsalze aus der Mutterlauge nach Abscheidung von unver- 
ainderter (—)-3-Phgl. abgetrennt werden kénnen. Ein derartiger Ansatz 
ist spiter beschrieben. So kann man, wenn auch mit erheblichem 
Verlust, auf enzymatischem Wege die biologisch wirksamen aktiven 
Komponenten beider Isomeren aus den Racemverbindungen rein 
erhalten. 


III. Isolierung der natiirlichen Glycerinsiure-2-Phosphorsiure aus 
Hefemazerationssaft. 

Auf Grund der Erfahrung, daB das saure Bariumsalz der 2-Phgl. 
léslicher ist als das der 3-Phgl., gelingt es, die natiirliche 2-Phgl., die 
im Hefemazerationssaft bei der Vergérung von Zucker in Gegenwart 
von Fluorid entstanden ist, aus der Mutterlauge eines Ansatzes, der zur 
Darstellung von 3-Phgl. gedient hat, zu isolieren. 
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Darstellung. Wenn man einen Ansatz mit Hefemazerationssaft aus 
100 g Trockenhefe in der Weise auf Phgl. verarbeitet, wie es von uns friiher! 
beschrieben ist, so kann man zunachst die 3-Phgl. als saures Bariumsalz 
abscheiden und aus der Mutterlauge derselben die 2-Phgl. gewinnen. Ein 
derartiger Ansatz, zu dem zur Erzeugung von méglichst viel Phgl. wieder- 
holt Phosphat, Acetaldehyd und Glucose zugegeben war, wurde, nachdem 
15g 3-phosphoglycerinsaures Barium abgetrennt waren, mit der dreifachen 
Menge Alkohol versetzt. Das abzentrifugierte Substanzgemisch enthalt 
dann auBer weiterer 3-Phgl. und anorganischem Phosphat auch (-+-)-2-Phgl., 
Phosphobrenztraubensiure und P-freie Verunreinigungen. Das Gemisch 
wird wegen Racemisierungsgefahr in verdiinnter Salzsiure ohne UberschuB8 
gelést und zu der schwach kongosauren Lésung unter Riihren noch etwa 
1/, Volumen Alkohol zugegeben. Das mu8 einige Male wiederholt werden. 
Die abgetrennten kristallinischen Fallungen bestehen aus Gemischen von 
(—)-3 Phgl. und (+)-2-Phgl., was sich daraus ergibt, daB sie bei gleich- 
bleibendem Garvermégen zunehmend positive spezifische Drehungen 
aufweisen. Wenn alle 3-Phgl. abgetrennt ist, wird die Substanz wieder 
in der berechneten Menge verdiinter Salpetersiure gelést und zur 
Zerstérung der Phosphobrenztraubenséure mit einigen cem 5 %ig. Sublimats 
versetzt (vgl. Lohmann und Meyerhof?) und 20 Minuten bei Zimmer- 
temperatur belassen. Darauf wird mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert, 
in ammoniakalischer Lésung mit Magnesiamixtur das anorganische Phosphat 
und dann in schwach lackmussaurer Lésung mit Bariumacetat und 3 Teilen 
Alkohol die (+ )-2-Phgl. gefallt. Sie wird nochmals in verdiinnter Salzséiure 
gelést und bei schwach kongosaurer Reaktion unter Riihren mit 2 Teilen 
Alkohol zunachst amorph gefallt. Die Fallung wird nach einiger Zeit 
kristallinisch; die unregelmaéBigen Blattchen zeigen eine stark negative 
Doppelbrechung. Ausbeute aus einem Ansatz mit 100g Trockenhefe 1 bis 1,5g 
reine Substanz. Fiir die Analyse wird die Umfallung solange wiederholt, 
bis der Drehungswert konstant bleibt. Die Substanz verliert im Hoch- 
vakuum bei 111° 1 Mol Wasser. Die Analyse stimmt auf C,H,;0;,PBa 
+ 1,5 H,O. 

Die letzten Anteile H,O werden wie bei der (—)-3-Phgl. sehr hart- 
nackig festgehalten. 


(oncanameone 


Analysen. 
6,043 mg Substanz: 2,30 mg CO,, 0,98 mg H,O, 
5,807 ,, = 2,20 ,, CO,, 0,92 ,, H,O. 


P,O,; wurde kolorimetrisch bestimmt : 
2,9 mg Substanz: 0,563 mg P,O,, 
3,62 ,, 7 0,724 ,, P.O, 
4,12 ,, a 2,75 ,, BaSQ,. 
1. C,H;0,P Ba -+ H,O (339,4); 2. C;H,;0,PBa + 2H,O (357,4). 
1. Ber.: C 10,61%, H 2,07%, Ba 40,46%, P,O; 20,92 %. 
2. Ber.: C 10,07 %, H 2,54%, Ba 38,43%, P,O, 19,86 %; 
gef.: C 10,38%, H 1,81%, Ba 39,32%, P.O; 19,4%, 
10,34%, H 1,77 %, P,O,; 19,9 %. 
1 Diese Zeitschr. 267, 313, 1933, imsbesondere S. 330. — ? Diese 
Zeitschr. 273, 60, 1934. 
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Spezifische Drehung der freien Séure in n HCl. 





l= 1dm. 
Carboxylatische Auf- ‘ 
spaltung: zugegeben (aus- oe i “p («lp 
gedriickt in P,O;) 2,34mg. m 
Entwickelt 742 emm CO,, 15,77 |  -+ 0,885° + 24,4° 
entspricht 2,46 mg P,O,; ae p3 oe 7 my 
carboxylatische Spaltung ’ en ’ 
105,2%. 11,0 + 0,280 | + 25,4 
Mittelwert : -+ 24,289 


IV. Gleichgewicht der natiirlichen 2- und 3-Phosphoglycerinsaure. 

Infolge Abwesenheit der inaktiven Komponenten ]aBt sich das 
Gleichgewicht mit den natiirlichen Verbindungen noch genauer unter- 
suchen als mit den synthetischen. Wandelt sich die (—)-Glycerinsaéure- 
3-Phosphorsiure in die (+-)-Glycerinséure-2-Phosphorsiure um, so 
berechnet sich aus dem Drehungswinkel « auf Grund des Gesamt- 
gehalts an Phosphoglycerinsiure die spezifische Drehung des Ge- 

‘ P [a’] + 14,5 pe 
misches [x’] und daraus % (+-)-2-Phgl. = — 38.8 - (Hierbei ist 
{x’] mit dem jeweils gefundenen Vorzeichen einzusetzen.) 

Um die Lage des Gleichgewichts genau festzustellen, muB die 
Kinstellung von beiden Seiten aus verfolgt werden. Dabei blieb zu 
entscheiden, ob die endgiiltige Gleichgewichtslage durch gleichzeitige 
Bildung von Phosphobrenztraubensaéure beeinfluBt wird. In dialy- 
siertem Muskelextrakt ohne Fluorid stellt sich das Gleichgewicht 
zwischen allen drei Komponenten her. Durch geeignete Fluorid- 
vergiftung gelingt es dagegen, die Bildung der Phosphobrenztrauben- 
siure zu verhindern. Dies ist nach Lohmann und Meyerhof! in einem 
Muskelextrakt der Fall, der durch zweistiindige Inaktivierung und drei- 
stiindige Dialyse Co-fermentfrei gemacht ist und dann mit n/100 NaF 
versetzt wird. Dialysiert man linger, so nimmt die Fluoridhemmung 
stark ab und kann nach vielstiindiger Dialyse bei Zusatz von n/25 NaF 
ganz fehlen. Wahrend in einer Reihe unserer Versuche die Fluorid- 
hemmung unvollstandig war, wurde in einzelnen Fallen bei ganz kurzer 
Dialyse eine vollstandige Fluoridhemmung erzielt und dann in einer 
Parallelmessung das Gleichgewicht ohne Fluorid bestimmt. Hierbei 
zeigt sich, daB das Gleichgewicht zwischen (--)-2-Phgl. und (—)-3-Phgl. 
durch die Anwesenheit von Phosphobrenztraubensaure nicht beeinfluBt 
wird ; doch muB der Anteil dieser jedesmal mit bestimmt werden, indem 
der Hydrolysenwert nach 60 Minuten in n HC! bei 100° gemessen wird. 
Dies entspricht einer 100%igen P-Abspaltung aus Phosphobrenz- 
traubenséure, dabei wird weniger als 1% Phgl. gespalten. Die 


1 Diese Zeitschr. 273, 60, 1934. 
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spezifische Drehung [«’]; des Gemisches wird dann nur von dem 


schwer hydrolysierbaren Anteil berechnet. 

Um die Drehung als MaB des Gleichgewichts benutzen zu kénnen, 
muBte die gesamte sdurelésliche P-Substanz ohne besondere Reinigung, 
die zu Verlusten oder Racemisierung fiihren kénnte, der Drehungs- 
messung unterworfen werden; andererseits aber muBte dafiir eine starke 
Konzentrierung und Abtrennung von den anderen Bestandteilen des 
Muskelextraktes erfolgen, die die Messung stéren kénnten. Dies geschah 
in der folgenden Weise : 


Routineversuche fiir die Messung der optischen Drehung. 


20cem 5 Stunden dialysierter Muskelextrakt + 3,4ccem 2,6 %iges 
Natriumbicarbonat, 0,8 ccm Wasser bzw. 0,8cem mol. NaF + 10,5 cem 
neutral. Natriumsalz der Phgl. (aus 200 mg saurem Bariumsalz hergestellt) 
werden nach Sattigung mit N, + 5% CO, fiir den jeweiligen Versuch an- 
gesetzt. Zur Unterbrechung wird mit 5cem 40%iger Trichloressigsaure 
enteiweiBt, die, um keine Gleichgewichtsverschiebung hervorzurufen, auf 
die Versuchstemperatur gebracht ist. Zum Filtrat werden 0,2 g festes 
Bariumacetat zugegeben, mit Natronlauge neutralisiert und mit der doppelten 
Menge Alkohol das Reaktionsgemisch als Bariumsalz gefallt. Zur Ent- 
fernung unléslicher Riicksténde wird nochmals in méglichst wenig ver- 
diinnter Salzsaure gelést, bei kongosaurer Reaktion zentrifugiert, wieder 
gefallt, mit Alkohol und Ather gewaschen und im Exsikkator einige Stunden 
getrocknet. Nachdem ein aliquoter Teil zur Bestimmung der Phosphor- 
siurefraktionen abgenommen ist, wird die Substanz in ein 2-cem-Kélbchen 
eingewogen, in n HCl gelést, scharf zentrifugiert und dann in einem 1-dm- 
Rohr, das einen Inhalt von etwa 1,5 cem hat, gemessen. Die Ausschlage 
lagen zwischen 0 und + 0,35°. Die Konzentration der freien Saéure, aus der 
P-Analyse berechnet, betrug 2 bis 3%. Stets wurde mittels carboxyla- 
tischer CO,-Abspaltung kontrolliert, daB 
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keine Racemisierung vorgekommen war. 2% Phgl | 
? | 

Geschwindigkeit 80 , 
der Gieichgewichtseinstellung. /\ 

In der Tabelle I ist die Kinstellung > a t 


des Gleichgewichts von beiden Seiten aus 
verfolgt, wobei in verschiedenen Zeit-  “|- —+——+-___| 
punkten aus einem gréBeren Ansatz 
Proben des Gemisches (vgl. Routinever- 2 
such) entnommen wurden. Der Verlauf 














von beiden Seiten ist auch in Abb. 1 dar- 0 0 6 yy 

gestellt. Das Gleichgewicht, das sich eageostettia 

schon in 5 Minuten eingestellt hat srs 

: ‘Re x - Gleichgewichtseinstellung bei 28° in 

andert sich in den folgenden 14 Stunden dialysiertem Muskelextrakt, aus- 

nicht mehr. Die dann noch auftreten- Genens von Wiy telnet S-EhongRe- 
” 5 glycerinsiure und 90/9 reiner 

den Sechwankungen geben ein Bild von 2-Phosphoglycerinsiure. Ordinate: 

. . » %/) 3-Phosphoglycerinsiure. Ab- 
dem Genauigkeitsgrad der Messungen. cuiene: Salt tis Wkaten. 
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Tabelle I. Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstellung. 





Mit NaF i| Ohne NaF 





: Ausgangs- Tat | 
Nr. “ “ . Ls 
substanz Zeit | [a’ }3° 9 2-Phgl. || [a’]}) 0/9 2-Phgl, 
| | 
1 | (—)-3-Phgl.| 0 Min. | — 12,3 5,68 | —123 5,68 
| 3 » | — 867 | 1510 | — 103 10,8 
5 ” — 5,65 22.8 ir 6,21 213 
0, t~— 6 | O15 — 648 | 206 
20 , | — 645 | 20,7 — 587 22,3 
40 , || — 5,88 22,3 
80 , | — 656 | 205 
180 , || — 5,98 | 22,1 
| 14 Std. | — 640 | 20,9 
2 || (+)-2-Phgl 0 Min. | + 20,2 89,5 
1} 3 ms | ced 2,5 j 31,0 
“i an FS 19,1 
2... we FS 19,1 
' 20 “ | — 6,8 19,9 


Temperaturabhangigkeit des Gleichgewichts. 


Die Lage des Gleichgewichts hangt von der Temperatur ab. Die 
erhaltenen Endwerte sind in der Tabelle II wiedergegeben, und zwar 
mit und ohne NaF. In letzterem 
Falle bildet sich gleichzeitig Brenz- 
a —~ traubensdure-Phosphorsaiure. Nun er- 
wies sich das Gleichgewicht zwischen 
Brenztraubensaure-Phosphorséure und 
Phgl. als temperaturabhangig, indem 
es bei 0° 0,33, bei 20° 0,39, bei 40° 
0,54, bei 60° 0,70 betrug!. Berechnet 
man daraufhin, wie sich bei ver- 
zz schiedenen Temperaturen das Gleich- 

mas gewicht zwischen den drei Kom- 
Verteilung zwischen 3-Phospho- ponenten verhalt, so ergibt sich die 
OX at tae in Abb. 2 wiedergegebene Verteilung. 


siure im Gleichgewicht bei ver- 
schiedener Temperatur. Die ge- 





28 oy 


Aus dieser ersieht man, daB das 








strichelte Fliche stellt den Anteil > aure 
von 2-Phosphoglycerinséure dar, die Verhaltnis Phosphobre nztraubensdure 
dariiber befindliche Fliche den- 2-Phgl. 

jenigen von 3-Phosphoglycerinsdure, 

i die unten befindliche den Anteil von jnnerhalb der Fehlergrenze temperatur- 
Phosphobrenztraubensiure. DasVer- bhangig ist. namlich stets 2.8 bis 2,4 
haltnis -20SPhobrenztraubensture unabdhangig 1st, namich stets <,5 DIS <, 

2-Phosphoglycerinsiure betragt. Danach ist die friiher beob- 


ist danach annihernd temperatur- 


unabhingig. achtete Temperaturabhangigkeit des 


' K. Lohmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 278, 60, 1934. 
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Tabelle Il. Temperaturabhangigkeit des Gleichgewichts 








Ausgangswert 84,3% 3-Phgl. [«’]#? = -— 8,38°. 
Temperatur Caae Bas a ea , 3- Phgl. 
Ty leah 0/9 2-Phgl. [x']3) 0/9 2-Phgl. | 2- Phgl. 
0 — 10,25 | 10,9 — 9,5 13 7,3 
oe ee 3,85 
38 — 578 | 225 3,45 
60 | — 2,82 30,16 — 3,08 29,5 2,3 
. : Phosphobrenztraubensaure tree raha 3-Phgl. 
Gleichgewichts — darn se —— auf diejenige von g 
Phosphoglycerinsaure 2-Phgl. 


zuriickzufiihren. 

DaB es sich bei der Temperaturabhangigkeit um ein echtes, ver- 
schiebliches Gleichgewicht handelt, zeigt der folgende Versuch, bei dem 
der Ansatz zweimal von 0 auf 60° und wieder zuriickgebracht und jedes- 
mal eine Probe entnommen ist. Fir die Einstellung bei 0° wurde 
20 Minuten, bei 60° 5 Minuten vor der Entnahme gewartet. 








Versuch : 
ee aes a, o/, Phgl. as ta ay 0/5 Phgl. 
Ausgangsmaterial | — 8,38° 15,8 0 — 9,459 13,0 
0 — 9,15 13,8 60 —21 32,0 
60 — 3,12 29,3 





Auf Grund der Gleichgewichtsverschiebung berechnet sich aus der 
van ’t Hoffschen Isochorengleichung 


dink 

az." 

wenn Kgoo = 7,3; Koo = 2,3 ist, fiir Q: 3460 g-cal pro Mol, oder, auf 1 g 
Phosphorséure bezogen, 35 g-cal. Eine solche Warmeténung lieBe sich gut 
messen, da es gelingt, ausgehend von 2-Phgl. in 50 ccm inaktiviertem 
Muskelextrakt etwa 40 mg H,PO, umzulagern, was 1,4 cal oder in unserer 
Anordnung 0,025° entsprache, wahrend 0,002 meBbar sind. Bei einem 
derartigen Versuch mit racemischer 2-Phgl., in dem 41 mg H, PO, in 3-Phgl. 
umgelagert wurden, ergab sich jedoch nicht mehr als + 0,0025°. Die Warme 
ist also nicht mehr als '/,, der berechneten. Trotzdem dirfte es sich um 
ein thermodynamisches ,,bewegliches‘* Gleichgewicht handeln, das vielleicht 
durch Milieueinfliisse oder durch die Anwesenheit des Ferments mehr oder 
weniger verschoben wird. Ahnliches gilt nach den Versuchen von K. Jacob- 
sohn' wohl auch fiir das Gleichgewicht Apfelsiure => Fumarsiure. 


—Q = RT? 


1 Diese Zeitschr. 274, 167, 1934. 
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V. Monophosphoglycerinsiuren aus natiirlicher Diphosphoglycerinsiure. 


Es blieb noch festzustellen, ob die durch hydrolytische Ab- 
spaltung einer Phosphorséuregruppe aus natiirlicher Diphospho- 
glycerinsdure erhaltliche Glycerinsiure-Monophosphorséure mit den 
beschriebenen Verbindungen iibereinstimmt und ob auch hier beide 
Isomeren auftreten. 

Die Diphosphoglycerinséure wurde nach Greenwald! und Jost? aus 
Schweineblut dargestellt. Die als Bariumsalz isolierte Verbindung 
zeigt eine spezifische Drehung [«]7) = + 4,82°, statt der von den 
genannten Autoren angegebenen Drehung von — 3,3 bzw. — 2,3°. 
Diese Angaben beruhen auf 
Verunreinigungen mit der 





160} —— mages bas —— _— damals noch unbekannten 
se ee ra Adenylpyrophosphorsaure, 

| =168-10 ; 20 

a | die selbst eine [x] = — 30,8° 
besitzt. Diese 14Bt sich quanti- 
tativ nur als Quecksilbersalz 
in fast neutraler Lésung ent- 
fernen, wahrend alle sonst ge- 
brauchlichen Salze gleiche Lés- 
lichkeit besitzen. 








t—— 


a0} — 


Unterwirft man die reine 
Diphosphoglycerinsaure der 

















+ 30 Hydrolyse in n HCl bei 125° 
Minuten——> (kochender Amylalkohol), so 
Abb. 3. ergibt sich die in Abb. 3 


Hydrolysenkurve der Phosphoglycerinséure in i : 
n HCl bei 125°, Kurve a: Diphosphoglycerin- (Kurve a) wiedergege bene 


siure. Kurve b: Monophosphoglycerins&ure. Hvdrolvsenkurve die zwei 
Die prozentische Spaltung ist in beiden Fallen . y : 


auf Mol Ester berechnet, so da8 bei der Diphos- deutlich getrennte Abschnitte 
phoglycerinsiure maximal 200°/)9 abgespalten besitzt. mit einer Geschwindig- 
werden kénnen. . ‘ 2 

keitskonstanten k = 3,58 .10-% 

und k = 1,68 . 10-° (mit dekadischem log berechnet). Die Konstante 
des zweiten Abschnittes stimmt mit derjenigen der Monophospho- 
glycerinsdure iiberein (Kurve b), & = 1,55.10-°, und zwar besteht 
hier zwischen 2-Phgl. und 3-Phgl. keinerlei Unterschied*. Der erste 
Abschnitt entspricht der Abspaltung einer Phosphorsduregruppe. Da 
nun die beiden Monophosphoglycerinséuren gleich schwer hydrolysier- 
bar sind, war zu erwarten, daB auch bei der Abspaltung der einen 
Phosphorsduregruppe keines der Isomeren bevorzugt ist, so da ein 





1 J. of biol. Chem. 14, 369, 1913; 21, 29, 1915; 25, 431, 1916. — ? Jost, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 171, 1927. — * Vgl. Kiessling, Chem. Ber. 
68, 243, 1935. 





Se, ellie GAGE hea Ni ce 


—— 


ASS ematcf weahnine 


— 


cian hi 


Uber die Isolierung der isomeren Phosphoglycerinsaéuren usw. 251 


Gemisch auftreten muB. Dies ist in der Tat der Fall. Wird die Hydrolyse 
in n HCl bei 125° nach knapp 2 Stunden abgebrochen, wenn annahernd 
60°% Phosphat abgespalten ist, so erhalt man reine Monophospho- 
glycerinsaure. 

In zwei derartigen Versuchen wurde das Reaktionsgemisch rasch 
abgekiihlt, neutralisiert und mit 3 Teilen Alkohol gefallt. Die Messung 
des [«’] geschah genau wie bei den Gleichgewichtsversuchen. Im ersten 
Versuch wurde erhalten [«’}#? = + 4,05°, entsprechend 52,5% 3-Phgl., 
47,5% 2-Phgl.; im zweiten Versuch [«’]}? = — 3,4°, entsprechend 71,4% 
3-Phgl., 28,6% 2-Phgl. Im Versuch 2 (ausgehend von 0,8 g diphospho- 
glycerinsaurem Barium) wurden durch fraktioniertes Kristallisieren 160 mg 
Bariumsalz mit [«]7? = — 11,8° und 50 mg Bariumsalz mit [«]f? = + 16,7° 
gewonnen. 

Man erhilt also, wie die beiden Versuche zeigen, Gemische, die jedoch 
keine konstante Zusammensetzung aufweisen. Aus den Drehungs- 
werten der fraktionierten Kristallisationen ersieht man, daB es sich 
um Gemische der natiirlichen Phosphoglycerinséiuren handelt. Dies 
wird weiter dadurch bewiesen, dab das entstandene Gemisch zu 100% 
vergarbar ist. 

SchluBbetrachtung. 

Die hier nachgewiesene umkehrbare Reaktion stellt einen be- 
sonders tibersichtlichen Fall der Wanderung der Phosphorséuregruppe 
dar. Eine leichte Verschiebbarkeit der veresterten Phosphorséuregruppe 
ist kiirzlich von O. Bailly und J. Gaume? bei der Glycerinphosphorsaure 
beobachtet worden, indem nach Methylierung des Phosphorsaureesters 
der «-Glycerinphosphorséure durch Wiederabspaltung des Methylrestes 
mittels NaOH auf dem Wasserbad zwei Drittel der Saiure in £-Glycerin- 
phosphorsaéure iibergehen. In ahnlicher Weise kénnte durch Bindung 
und Abspaltung des Ferments in der phosphorylierten Polyoxyséure 
eine soleche Wanderung eintreten. Bemerkenswert ist, daf in beiden 
Fallen die Wanderung unter Bedingungen erfolgt, wo kein anorganisches 
Phosphat abgespalten wird. 


(3) CH,0.P0,H, CH,OH CH, 
A 
(2) CHOH = C: =  C—0O.PO 3H, 
SO. POs Hy 
(1) COOH COOH COOH + H,O 
[«]7) a? 14,5° [a]? + 24,3° 
CH, CH, CHs 
|| | 
C—O.P0O;Hy oder | Cy. +H,O —> C—-0+H,P0, 
| | >O 
COOH CAO. Hy POs COOH 
\ 
OH K 


1 C. r. de Acad. d. Scienc. 198, 2258, 1934. 
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Auf Grund unserer Befunde ist die ganze Reaktionskette Phospho- 
glycerinsaure — Brenztraubensaure in vorstehender Weise zu schreiben. 
(Die in eckiger Klammer stehende Formulierung der Phosphobrenz- 
traubenséure trigt der geringen Rechtsdrehung Rechnung, da sie ein 
asymmetrisches C-Atom besitzt.) 


Auf diese Weise sind in der Reaktionsfolge der Kohlenhydrat- 
spaltung drei umkehrbare Reaktionen bekannt geworden, némlich auBer 
den beiden aufgefiihrten noch Hexosediphosphorséure = 2-Dioxyaceton- 
phosphorsaure!, die im dialysierten Enzymextrakt ohne Co-Ferment 
vor sich gehen. Die iibrigen Glieder der Kette stellen diejenigen Reak- 
tionen dar, die vollstaéndig nach einer Seite ablaufen und bei denen 
unter den Konzentrationsbedingungen in der lebenden Zelle eine viel 
betrachtlichere Abnahme der freien Energie stattfinden muB. Es fallt 
auf, daB diese eigentlichen Energie liefernden Teilreaktionen alle an die 
Anwesenheit eines Co-Ferments gekniipft sind, das fiir diese Teil- 
vorgange der Milchséurebildung im Muskelextrakt stets Mg und Adenyl- 
pyrophosphat ist. Es ist naheliegend, dies in Analogie zu dem kiirzlichen 
Befund K. Lohmanns? zu deuten, wonach der Zerfall der Kreatin- 
phosphorsaure, ebenfalls eine Energie liefernde Reaktion, in Anwesenheit 
des spaltenden Enzyms nur stattfindet, wenn gleichzeitig Adenylsaure 
zu Adenylpyrophosphorsaure synthetisiert wird. Die eigentliche Energie- 
lieferung findet dann erst bei dem Zerfall der Adenylpyrophosphor- 
siure statt, die mit keiner endothermen Reaktion gekoppelt ist. Wenn 
die Rolle des Adenylpyrophosphats als Co-Ferments der Kohlen- 
hydratspaltung die gleiche sein sollte, so besagt dies, daB die Energie 
der verschiedenen ‘Teilreaktionen in die Energie ein und derselben 
Reaktion, namlich den Zerfall des Adenylpyrophosphats umgewandelt 
wird und daB die Zelle die fiir ihre Funktion nétige chemische Energie 
in letzter Instanz dann aus ein und derselben, nur in ihrem Umfang 
abgestuften chemischen Reaktion bezége. Ob diese Konsequenz, die 
fiir die Vorstellung der Zelle als chemodynamischer Maschine von 
groBer Bedeutung sein wiirde, verallgemeinert werden kann, miissen 
weitere Untersuchungen lehren. 


Zusammenfassung. 


Die bisher bekannte natiirliche Phosphoglycerinséure aus Hefe- 
mazerationssaft laBt sich in zwei Isomere zerlegen: (—)-Glycerinsadure- 
3-Phosphorsaure (3-Phgl.) mit [x] von — 14,5° und (+-)-Glycerinsaure- 
2-Phosphorséure (2-Phgl.) mit [a]# von -+ 24,5°.  Beide stehen in 


' O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 89, 1934. — ? Ebenda 
271, 264, 1934. 
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dialysiertem Muskel- und Hefeextrakt in einem Gleichgewicht, das von 
beiden Seiten in wenigen Minuten erreicht wird und einem K lt ln 

2-Phgl. 
von 7,3—2,3 entspricht, je nach der Temperatur (60 bis 0°). Die 
Gleichgewichtslage ist unabhangig von gleichzeitiger Bildung der 
Phosphobrenztraubensaure, deren Auftreten durch NaF _ verhindert 
werden kann. Dieselbe Gleichgewichtslage laBt sich auch mit racemischer 
2-Phgl. und 3-Phgl. (nach Kiessling) erreichen, welche beide genau zur 
Halfte carboxylatisch gespalten werden kénnen und dementsprechend 
je zur Halfte an der Gleichgewichtseinstellung beteiligt sind. Durch 
Isolierung der umgewandelten optisch aktiven Verbindungen gelingt 
es, aus der Racemverbindung zu den biologisch wirksamen optisch aktiven 
Verbindungen zu gelangen, was einen neuen Weg zur enzymatischen 
Spaltung von Racemverbindungen darstellt. Bei der Saurehydrolyse 
der natiirlichen Diphosphoglycerinséure (aus Schweineblut) erhalt man 
nach Abspaltung einer Phosphorsdiuregruppe ein Gemisch der beiden 
biologisch aktiven isomeren 2- und 3-Phgl. 











Stoffwechsel- und Fermentuntersuchungen an Bakteriophagen. 
Von 
H. Schiiler. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 21. Dezember 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Frage, ob der Bakteriophage, wie I’. d’Hérelle annimmt (1), 
ein Lebewesen, oder wie Bordet und andere annehmen (2), ein Ferment- 
aggregat ist, kann durch Stoffwechselversuche eine gewisse Antwort 
erhalten. M. Schlesinger (3) (4) hat eine Methode ausgearbeitet, nach 
der ein Koliphage in wagbaren Mengen gewonnen werden kann!. Mit 
den dadurch zur Verfiigung stehenden gréBeren Phagenmengen konnte 
gegentiber friiheren, negativ verlaufenen Stoffwechseluntersuchungen 
(5) (6) ein praziseres Resultat erwartet werden. Mit der Durchfiihrung 
dieser Aufgabe beauftragte mich Herr Professor Dr. O. Meyerhof. 

Es ist zu unterscheiden zwischen dem ,,Ruhephagen™ auBerhalb 
der Zelle bzw. dem an eine tote Kolizelle adsorbierten und dem an ein 
lebendes, sich vermehrendes Bakterium gebundenen Phagen. Nur 
der letztere iibt eine nachweisbare Wirkung aus, némlich seine dem 
Bakterienwachstum parallelgehende Vermehrung, verbunden mit einer 
Verainderung des Bakteriums, die meist zur Lyse fiihrt. Die Vorgange, 
die sich dabei zwischen Phagen und Bakterium abspielen, sind bis jetzt 
véllig unbekannt. Fiir die Aufklarung der Phagenwirkung erscheint 
es daher zunachst zweckmaBig, das Verhalten des ,,Ruhephagen“, also 
auBerhalb der lebenden Zelle, zu studieren. 


Charakteristik der benutzten Phagen. 


Nach Feststellungen ©. Schlesingers (7) (8) stellt der Phage WLL 
ein einheitlich geformtes, kugelférmiges Teilchen von 90 mu Durch- 
messer dar, das ultramikroskopisch sichtbar ist, verhaltnismaBig leicht 
zentrifugiert werden kann und einen starken 7'yndall-Effekt aufweist. 
In Ubereinstimmung mit Beobachtungen an anderen Phagen- 
typen (9) (10) (11) ist auch der Phage WLL, wie Tabelle I zeigt, den 
verschiedensten Einfliissen gegeniiber ziemlich widerstandsfahig. 


* Herrn Professor H. Bechhold und Herrn Dr. M. Schlesinger bin ich 
fiir die Uberlassung der Phagenkultur und Unterweisung in der Ziichtung 
derselben zu Dank verpflichtet. 
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Stoffwechseluntersuchungen usw. an Bakteriophagen. 


Tabelle I. 





Einwirkung von 





Re- 


sc. | 2% oige ge- 20/,ige  s&ttigte eee 
nKCN- phenol-  Sattigte Fluorid- | Chloro- | Einfrieren 
sung = jésung Toluol- lésung form- | mit fliissiger 
lésung lisung Luft 
Std. | Std. | Std. Std. Std. | 
! . li 
Dauer der Einwirkung 12 12 12 12 12 Soe 
Rinfrieren 
Phagentiter * vor der 
Behandlung .10°. . 4 4 , 4 10 
Phagentiter nach der 
Behandlung .108. . 4 | 35 3,6 3,8 3,6 7,5 


* Der ,,Titer‘’ gibt die Menge aktiver Phagenteilchen pro ecm an. 


Gegeniiber Trypsinverdauung ist der Phage WLL nach Beob- 
achtung WV. Schlesingers resistent (12). 


Stoffwechseluntersuchungen. 


Die Stoffwechseluntersuchungen an dem Ruhephagen wurden nach 
der bekannten manometrischen Methode O. Warburgs (13) ausgefiihrt. 
Die Bestimmung des Phagentiters erfolgte durch Ausstreichen von 
(0,1 cem einer geeigneten Verdiinnung des Phagen mit einer Ose Koli,,88*'- 
Bakterien auf 1,25°%igen trockenen Agar. Gegen Koli ,,88°* besitzt 
der Phage seine maximale Wirkung. Die Ziichtung erfolgte nach 
Schlesinger (4) durch Einwirkung hochwertigen Lysats auf Koli ,,.NO 14° 
im synthetischen Medium Lactat-Phosphat (14) bei 38°. Eine sichtbare 
Lyse trat hierbei nicht auf. 

Zur Impfung wurden verwendet: auf 1 Liter Lactat-Phosphat 10 cem 
Lysat vom Titer 108 bis 10® und 20 ccm einer Koli-,,NO 14**-Kultur, die 
nach drei Passagen in Lactat-Phosphat erhalten war. Nach 48stiindiger 
Ziichtung bei 38° wurde mittels Filtration durch eine abgepreBte Lage 
zerfaserten Filterpapiers von den Bakterien getrennt, durch Ultrafiltration 
durch 4 %iges Eisessig-Kollodium- bzw. Alkohol-Ather-Kollodiumfilter nach 
Bechhold und Kénig (15) der Bakteriophage angereichert und durch 
3 Minuten langes Zentrifugieren bei 15000 Touren von gréberen Ver- 
unreinigungen getrennt. Zur weiteren Reinigung wurde 1 bis 2 Stunden 
bei 15000 Touren auf einer ,,Ecco-Ultima‘-Zentrifuge mit Wasserkiihlung 
zentrifugiert — wobei die Temperatur der Fliissigkeit 28° nicht iiberschritt —, 
das Sediment mit destilliertem Wasser gewaschen, nochmals zentrifugiert 
und mit m/10 Glykokollpuffer, py = 8,6, aufgenommen. 

Benutzt wurden fiir die Stoffwechselversuche Phagenmengen bis zu 
4.10!* aktiven Teilchen, das sind —- bei Annahme von 2,3. 10!? Teilchen 
gleich 1 mg Trockengewicht (16) —: 17,5mg. Als Nahrlédsungen wurden 
verwendet : fiir Atmungsversuche das synthetische Medium Lactat-Phosphat, 
glucosehaltige Bouillon und Lysat, gré8tenteils unter Zusatz bei 100° 
abgetéteter Koli ,,88‘‘-Bakterien, fiir Garungsversuche  glucosehaltige 
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Souillon und Lysat mit und ohne Zugabe toter Koli,,88‘°. © Versuchs- 
temperatur 37,5°, Versuche vgl. Tabelle II. 


Tabelle Il. Atmungsversuche. 








| Lactat- | : 
| phosphat | —— Lysat 
suspensi j Lactat- | + 20 bis Bouillon 1 cose we 20 bis 30m 
Sus sionslis | 0 bis é uysi & 
msponsionsisoung phosphat | 30 mg ab- | + Glucose 20 bis 30 mg | Lyset abgetiteter 
| getiteter abgetiteter Koli ,88* 
| Koli ,88* | Koli ,88 
Phagenmenge . > . 
emm aufgenommener Sauerstoff pro Stunde 
mg 
1 1 3 0 4 — ma 
1 10 12 8 10 10 12 
2 o 2 3 5 0 5 
17,5 ~ mee _ 5 oe ae 
0 2 3 1 2 _ oo 
(Ultrafiltrat) 
0 8 8 12 10 _ _ 
(angereichertes 
Bakterienfiltrat) | 


Protokoll 1. 
Atmungs- und Garungsmessung von 17,5 mg Phagen; 
Versuchstemperatur 37,5°. 








I Ul Ill IV 
(Atmungs- | (Atmungs- (Giérungs- (Garungs- 
kontrolle) versuch) kontrolle) versuch) 
ie ; ww ww | 0,3. com 1%/pige | | a wey ~~ 
i Birne | Glucoselésung | wie in I wie in I wie in I 
| 
: 2,5 eem 2,5eem Phagen- 2,5 ecm 2,5cem Phagen- 
: Hauptraum - - - Ultrafiltrat " suspension Ultratiltrat suspension 
: /|0.5eem Bouillon: wie in I wie in I 
; 30 mg toter > Wie in I + 0,3cem 2,6°%/9ig.| + 0,8eem 2,6 9/o ig. 
‘ | Koli ,88* J j Bicarbonat | Bicarbonat i 
Einsatz+ +++ || 03ceem KOH |, 0,3cem KOH i 
Gasraum ++: - Luft Luft 5/9 COg in No | 5% COg in Ng f 
| f 
cas - 5 aichaati ll : i 
Zeit (t) +++ ++ Kg, : 0,92 Ko, 1,01 | Keo, 110 | Keo, 1,12 
Beginn der Messung (¢ = 0) 5 Minuten nach Einkippen des Birneninhalts 
= ——— = : = = = = t 
mm Druck | 
nach Min. | | i 
0 ee 0 0 : 
10 —05 | —-05 | 0 + 0,5 
30 H — 2,0 — 2,5 + 0,5 | + 0,5 : 
60 | — 3,5 — 5,0 + 0,5 + 1,0 


Das Ergebnis der Stoffwechselmessungen am ,,Ruhephagen™ ist. 
wie Tabelle II und Protokoll 1 zeigen, negativ. Eine bei manchen 
Atmungsversuchen auftretende geringe Sauerstoffaufnahme ist unab- 
hangig von der Phagenmenge und wird auch bei phagenfreiem, kon- 


io i Mbit ts 





em 








Stoffwechseluntersuchungen usw. an Bakteriophagen. 257 


zentriertem Bakterienfiltrat beobachtet. Worauf diese Erscheinung 
zuriickzufiihren ist, wurde nicht untersucht; eine Verunreinigung durch 
Bakterien konnte nicht festgestellt werden. 

Benutzt man das Resultat der Versuche mit den gréBten Phagen- 
mengen von 4. 10'8 aktiven Teilchen (Lochzihlung) = 17,5 mg Trocken- 
gewicht, wo die Ablesung bei der manometrischen Messung 5 cmm 
nicht iiberschreitet, so erhalt man als héchstmégliche Stoffwechsel- 


te fiir den ,,Ruhephagen“: Q — 0,28; QN 
werte fiir den ,,Ruhephagen™: = a = 28; OF 
pnaes O2 17,5 mg . Stunde ob, 
1cmm a ; 
= ; = 0,05, also Werte, die weit unter bekannten 
17,5 mg . Stunde 


StoffwechselgréBen lebender Zellen bei 37° liegen. 























Abb. 1 
AtmungsgréBbe von Koli mit und ohne Phagen. 
Kurve I: x——xX——X !/99 mg Phagen (Trockengewicht) in Lactat-Phosphat mit 0,3 mg Koli 


»NO 14°. 
» Il: O—O— wie I, jedoch Phagen abgetitet durch 3 Min. langes Kochen. 
» Il: +——+—+ 1/49 mg Phagen (Trockengewicht) in Lactat-Phosphat mit 0,3 mg 


Koli ,NO 14*. 
» IV: 4A——A——A4 wie III, jedoch Phagen abgetétet durch 3 Min. langes Kochen. 


Damit ist natiirlich noch nicht gesagt, daB ein Phagenstoffwechsel 
in Gegenwart lebender Zellen nicht stattfindet. Bei lebenden Koli 
fiihren gréBere Phagenmengen eine Lyse herbei; eine Stoffwechsel- 
messung von Phagen in Gegenwart lebender Kolibakterien ist also 
nur mit relativ kleinen Phagenmengen modglich. Unter giinstigsten 
Bedingungen fiir derartige Untersuchungen, namlich bei der Wirkung 
der Phagenmenge von !/,,mg Trockensubstanz gleich 1 . 10" aktiven 
Teilchen auf eine Menge lebender Koli ,,NO 14° von 0,3 mg Trocken- 
gewicht in Lactat-Phosphat, wurde innerhalb 2 Stunden keine Lyse 
beobachtet. Die Versuchsergebnisse sind aus Abb. 1 ersichtbar. 
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Man sieht, daB bei Zusatz von 1/,,mg Phagen zu lebenden Koli 
NO 14“ gegeniiber der Kontrolle keine Atmungssteigerung bemerkbar 
ist. Rechnet man mit einem Maximalfehler von 5°%, der abgelesenen 
Werte, so kénnte im Héchstfalle ein Mehrverbrauch an O, von 2 cmm 
in der Stunde fiir eine Atmung von 1 . 10" aktiver Phagen erhalten 

, cmm 
werden ; das ergibe einen Qo, -Wert von 40 a aa 
die Stoffwechselwerte kleiner Zellen héher liegen als die groBer, so ware 
fiir den Phagen mit einem Durchmesser von 0,1] y« ein erheblich gréBerer 
Stoffwechselquotient zu erwarten als der héchstmégliche Grenzwert 

cmm 


- Da gewoéhnlich 


von Qo, = 40 Der Phage hat danach auch in Gegenwart 


mg _ Stunde i 
lebender Bakterien offenbar keinen Sauerstoffverbrauch. 


Fermentversuche. 


Phagenmengen von je 1 mg Trockensubstanz wurden auf folgende 
Fermente gepriift: Trypsin, Papain, Lipase, Amylase, Maltase, Nucleo- 
sidase, Katalase, Urease, Arginase und Phosphatase. Fiir die oft 
24stiindigen Versuche wurden Phenol bzw. Toluol als Antiseptica 
angewandt, die, wie Tabelle I zeigt, die Aktivitaét der Phagen nicht 
beeintrachtigen. Alle Priifungen verliefen negativ bis auf diejenige 
der Phosphatase. 

Der positive Ausfall der Phosphatasepriifung gab AnlaB zur naheren 
Untersuchung dieser Wirkung. Als giinstigstes px erwies sich pu = 8,6; 
benutzt wurde m/10 Glykokollpuffer, wie auch m/10 Veronalpuffer 
nach Michaelis (17), der keinen schadigenden Einflu8 hatte. Dagegen 
hemmte m/10 Borat stark. AuBer Hexosediphosphat wurde Hexose- 
monophosphat, Glycerophosphat und Nucleinsaure gespalten, und zwar 
unter gleichen Bedingungen in annahernd gleicher Starke. Eine Phos- 
phorylierung von Glucose konnte nicht erzielt werden. Von groBer 
Wichtigkeit fiir einen Zusammenhang zwischen Phagen und Phospha- 
tasewirkung ist der Parallelismus von Phagenmenge und Phosphatase- 
wirkung. 

Nach Tabelle III spaltet 1 mg aktiver Phagensubstanz (Feucht- 
gewicht) in der Stunde bei 37° und px 8,6: 500 bis 1000 y P,O; aus 1 %iger 
Hexosediphosphatlésung ab; unter den gleichen Bedingungen spaltet 
1 mg Koli ,,NO 14“-Bakterien 2 y P,O,; in der Stunde ab!. Wiirde 
man die Phosphatase als Produkt einer Lyse betrachten, so miBten 
in 1 cem einer Phagenkultur in Lactat-Phosphat mit dem Titer 4 . 10'° 
ungefahr 5 bis 10 mg Bakterien gelést worden sein. Da eine Lyse dieser 
GréBe nicht beobachtet wurde, ist es wahrscheinlich, daB die Phospha- 


1 Kinen gleichen Wert fand Cl. Fromageot (18). 
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Tabelle III. Vergleich von Phagenmenge und Phosphatasewirkung. 


1,5 . 10'? aktive Phagenteilchen annaihernd 1 mg ,,lebende‘‘ Phagensubstanz 


(Feuchtgewicht). 


[Versuche mit gleicher Nummer (Spalte 1) smd mit den 


gleichen Ziichtungsansatzen angestellt. | 








Phagenmenge in Abgespaltene y P20; in || Abgespaltene 

Versuch pee =a - a PSTN. CRISES F205 — me 

tin | a ee —— | 30 Min. 60 Min. 120 Min. | poten at 
Ia 200 1330 265 402 638 400 
Ib 40 266 72,5 133,5 254,5 550 
Il 16 | 100 71 143.5 |) 710 
Ill 10 65 42,5 82,5 | 650 
IVa 10 65 55,5 106.5 | 850 
IVb ae ae 30 62 | 1100 
IVe 2 14 20 38,5 || 1400 
Va 40 266 114 i 420 
Vb 2 14 15,5 35,5 || 1100 


Tabelle IV. 


Substrat: 1% Hexosediphosphat in 


m/10 


Kinwirkung von Fluorid auf ,,Phagenphosphatase™. 
Glykokollpuffer, pu = 8,6. 


Phagenmenge pro Versuchsansatz: 1 . 10" aktive Teilchen. 
Abgespaltenes P,O, in 


”) 
v* 





I 
ohne Fluorid 


Nach 60 Min. 


, 42.5 
2 er aree 82,5 
LS eae a 168 179 


tase Bestandteil des Phagen ist und 
mit ihm unabhangig von einer Bak- 
terienlyse wie ein exozellulires Fer- 
ment von der lebenden Zelle ausge- 
schieden wird, wie es J. Northrop und 
A. P. Kriiger fiir den Phagen-: selbst 
wahrscheinlich gemacht haben (19). 

Hemmungsversuche der Phospha- 
tase mit Fluorid verliefen negativ. Fluo- 
rid hemmt nach d’ Hérelle(20) diePhagen- 
wirkung an lebenden Kolibakterien, 
ohne die Bakterien zu téten, wie auch 
fiir den Phagen WLL bestatigt werden 
konnte. 

Wird der Phage mit destilliertem 
Wasser gewaschen, so hért die Phos- 
phatasewirkung auf. Dabei handelt es 
sich um das Fehlen eines Co-Ferment- 
systems, wieder Versuch Tabelle V zeigt. 


rae 
m/40 Fluorid 


45,5 
87,5 


ee x “TV 
m/10 Fluorid 


Ta 
m/20 Fluorid 


44 37,5 
79,5 76 
180,5 138,5 














a | 
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Abb. 2. Phagenmenge: 2. 101° 
in m/10 Glykokoll, Py = 8,6- 
Substrat: Kurve I: x x——X 
3°) ige Hexosediphosphatli- 
sung. Kurve Il: (©-——O——O 
0,75 9/9 ige Hexosediphosphatlé- 
sung. Kurve II]: +——+ 
0,075 Jo ige Hexosediphosphat- 
lésung. 
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Durch Phosphat wird die Phosphatase gehemmt. (Tabelle VI.) 

Bei groBen Substratkonzentrationen ist die Hemmung durch 
Phosphat weit geringer als bei kleinen. Damit im Zusammenhang 
steht auch eine gewisse Abhangigkeit der Phosphatasewirkung von der 
Substratkonzentration, indem das abgespaltene Phosphat bei kleiner 
Substratkonzentration hemmend wirkt (vgl. Abb. 2). 


Tabelle V. Phosphatasewirkung gewaschener Phagenpraparate. 
Eine angereicherte Phagensuspension vom Titer 4.10!? wird 2 Stunden 
bei 15000 Touren zentrifugiert. Die iiberstehende Lésung (,,Kulturlésung‘‘) 
wird als Kontrolle I benutzt. Die sedimentierten Phagen werden mit 
destilliertem H,O gewaschen und nochmals zentrifugiert. Das Sediment 
wird mit m/10 Glykokoll auf das Ausgangsvolumen aufgefiillt. Als Kon- 
trolle II wird angereichertes Bakterienfiltrat benutzt. Substrat: 1% 

Hexosediphosphat in m/10 Glykokoll, pu = 8,6. 





Abgespaltene 7 P20; 





Vorbehandlung 
Phagen- der Phagen: ungewaschen | gewaschen gewaschen | gewaschen | * 
neering oS Fan SEA RD. i SNR ‘ 





1011 aktiven m/10 m/l0 Bakterien- 
Teilchen Suspensions- | »Kultur- m/10 Glykokoll | Glykokoll | __ filtrat 
lésung | lésung* Glykokoll | + ,Kultur-| + ,Ultra- | konzen- 
lésung* filtrat* triert 
20 wo | msm. 8 | 
20 60’ oa | oe ST oe | 
20 120’ 638 | 22 | §90 | 
4 - .). ass 485 395 | 
4 60’ 133,55 | 14 88,5 | 64,5 
4 120’ ||, «2545 | 21,5 180,5 | 135,5 | 
0,2 w-3> —ee | 
0,2 6” | 415 | | 
0,2 120’ 85 | 
0 30" a 
0 60’ ° | 24,5 
0 iw | | B05 


Tabelle VI. 


Ansatz I: je 16.10" Phagen in 1 %iger Hexosediphosphatlésung und m/10 
Glykokoll, pu = 8,5. 
= II: wie Ansatz I mit Zusatz von 320 y anorganischem P,O,. 
» III: je 1,6.10Sekunden Phagen in 0,1 %iger Hexosediphosphat- 
lésung und m/10 Glykokoll, py = 8,5. 
os IV: wie Ansatz III mit Zusatz von 320 y anorganischem P,O,. 





Abgespaltenes P, 0; in y 





I ll II IV 

Nach 60 Min... . 71 41 | 49 16 
Pee Slr oi, 143,5 79 87 27 
epee raers 885.5 286 | 127 46 
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Da es moglich schien, daB die Bakterienlyse durch Phagen eine 
primare Wirkung der Phosphatase war, wurde untersucht, ob die Lyse 
auch durch Nieren- bzw. Knochenphosphatasepraparate nach Robi- 
son (21) und Kay (22) hervorgerufen werden kénnte. Die Versuche 
verliefen jedoch negativ. 

Wenn nach den Ergebnissen dieser Arbeit der Bakteriophage 
wahrscheinlich ein Fermentaggregat und keine lebende Zelle ist, so 
bleibt als Analogie fiir ein ,,;wachsendes Ferment” nur die eine Beob- 
achtung von Northrop und Kunitz (23), wonach durch Einwirkung von 
Trypsin auf PankreaseiweiB ein tryptisches Ferment autokatalytisch 
entsteht. 

Zusammenfassung. 

Ein nach WM. Schlesinger in konzentrierter Form gewonnener 
Phage WLL besitzt in Abwesenheit lebender Koli keinen Stoffwechsel, 
dessen Yo,-Wert gréBer ist als 0,28 und dessen Qa, -Wert gréBer ist 
als 0,05. In Gegenwart lebender Koli ,,NO 14° ist der Grenzwert einer 
méglichen Atmung < 40. 

Die Priifung der Phagenpraparate auf Trypsin, Papain, Lipase, 
Amylase, Katalase, Arginase, Urease verliuft negativ. Es wird ein 
Parallelismus zwischen Phagenmenge und Phosphatasewirkung beob- 
achtet; 1 mg ,,lebender’’ Phagensubstanz spaltet in 1 Stunde bei 38° 
aus einer 1 %igen Hexosediphosphatlésung in m/10 Glykokoll, pu = 8,6, 
500 bis 1000 y P,O; ab. 

Eine lytische Wirkung von Nieren- und Knochenphosphatase auf 
Koli ,,88° konnte nicht festgestellt werden. 
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Uber den Farbstoff des Rotkohls. II. 
Von 
Harry Willstaedt. 


(Eingegangen am 2. Januar 1935.) 


Vor einiger Zeit habe ich iiber erste Versuche zur Isolierung des 
Rotkohlfarbstoffs berichtet!. Es war damals das Chlorid des Farbstoffs 
in zwar mikrokristalliner, aber noch nicht reiner Form erhalten worden. 
Das angewandte Isolierungsverfahren war die Fallung aus wasseriger 
Lésung mittels Bleiessig und die Zersetzung des Bleisalzes mit Salz- 
siure. Die Versuche sind dann 1932 und Anfang 1933 weitergefiihrt 
worden. Ihre Veréffentlichung unterblieb bisher?, weil einerseits auch 
die neueren Praparate noch keine gut ausgebildeten Kristalle dar- 
stellten und weil noch keine Abbauversuche ausgefiihrt waren. Eine 
verspaitet zu meiner Kenntnis gekommene Arbeit von J. Chmielewska* 
veranlaBt mich nun, die in bezug auf die Darstellung des Farbstoffs 
noch gewonnenen Erfahrungen zu veréffentlichen, zumal mir gegen- 
wartig die Fortsetzung der Untersuchungen nicht mdglich ist. 

Das Darstellungsverfahren fiir den Farbstoff, iiber das hier berichtet 
wird, wurde in der Absicht ausgearbeitet, die Fallung als Metallsalz 
zu vermeiden und in organischem Lésungsmittel zu arbeiten, um so 
leicht zu aschefreien Piaiparaten zu gelangen. 

Ein fiir die Anthocyanreihe gut geeignetes Verfahren dieser Art haben 
Willstdtter und Schudel* angegeben. Es beruht darauf, daB8 die Anthocyane 
als Pikrate, besser noch als Dichlorpikrate, sich gut in organische Lésungs- 
mittel iiberschiitteln lassen. Die Autoren haben das Verfahren praparativ 
zur Darstellung des Betanins, des Anthocyans der roten Riibe, benutzt°®. 

‘Die von Willstdtter und Schudel angegebene Arbeitsweise kann 
ohne Modifikationen fi die Darstellung des Rotkohlfarbstoffs benutzt 
werden. Es ist jedoch zum Unterschied von den Verhaltnissen beim 
Betanin eine vier- bis fiinfmalige Ausschiittelung nétig, um allen Farb- 
stoff in das organische Lésungsmittel zu bekommen. Da Willstdtter 
und Schudel gezeigt hatten, daB Dichlorpikrinséure der gewéhnlichen 
Pikrinsiure stark iiberlegen ist, war die Méglichkeit gegeben, daB bei 
der Anwendung von Dibrompikrinsaure bei der Darstellung des Rotkohl- 


! I. Mitteilung: diese Zeitschr. 242, 303, 1931. — ? Eine Andeutung 
auf die weiteren Versuchsergebnisse findet sich bei H. Willstaedt u. F’. Reuter, 
J. f. prakt. Chem. (2) 135, 211, 1932, und zwar S. 211, FuBnote 5. — 
3 Roczniki Chemji 18, 725, 1933; Chem. Centralbl. 1934, I, 2606. — * Ber. 
d. Deutsch. chem. Ges. 51, 787, 1918; Diss. Schudel. — ° Diss. Schudel, 
E. T. H. Ziirich 1918. 
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farbstoffs das Verteilungsverhaltnis zwischen Wasser und organischem 
Lésungsmittel sich giinstiger gestalten wiirde. Die vorher nicht bekannte 
Dibrompikrinsiure wurde dargestellt! und erfiillte die gehegten Er- 
wartungen insofern, als bei ihrer Anwendung bereits bei zwei- bis 
dreimaliger Ausschiittelung der Farbstoff fast véllig aus der wiasserigen 
Phase extrahiert ist. Sie zeigt aber den Nachteil, daB ihre Darstellung 
in gréBerem MaBstab (wegen geringer Ausbeuten bei einer Zwischen- 
stufe) etwas zeitraubend und kostspielig ist. 

Die Zusammensetzung der erhaltenen Praparate entspricht der 
Formel C,,H,,0,,Cl, der auch von J. Chmielewska® fiir ihre Praparate 
ermittelten Summenformel. Die von Chmielewska und von mir ge- 
wahlten verschiedenen Darstellungsverfahren fiihren also zu ein und 
demselben Praparat. 


Beschreibung der Versuche. 
Isolierung des Rotkohlfarbstoffs. 

200 g RotkohImehl (Darstellung vgl. 1) werden mit einem Gemisch 
von 564 ccm Methanol und 36 ccm konzentrierter Salzsiure 1'/, Tage 
extrahiert. Durch Zusatz von 560 ccm Ather wird der Farbstoff aus 
dem Extrakt als Sirup gefallt. Der Sirup wird mit Aceton und Ather 
gewaschen und in wenigen ccm Wasser aufgenommen. Man stumpft 
die vorhandene Salzsdure durch tropfenweisen Zusatz von Ammoniak 
bis zum Farbumschlag nach Violett ab und setzt dann eine Lésung 
von 5g Dichlorpikrinsiure in Wasser zu. Am nachsten Tage fiigt man 
einen Brei von Ammoniumdichlorpikrat hinzu (hergestellt durch 
teilweise Neutralisation einer wasserigen Lésung von Dichlorpikrinsaéure 
mit Ammoniak) und schiittelt mit 50 cem eines Gemisches von Amyl- 
alkohol und Acetophenon (2:1) aus, in dem 1g Dichlorpikrinsaure 
gelést ist. Nach dem Abtrennen der Schichten setzt man zur wasserigen 
Schicht von neuem Ammoniumdichlorpikrat und wiederholt das Aus- 
schiitteln noch dreimal. (Wie oben erwahnt, reicht bei der Anwendung 
von Dibrompikrinsiure, bei der im iibrigen in gleicher Weise verfahren 
wird, eine geringere Anzah] von Ausschiittelungen aus, win allen Farb- 
stoff in Amylalkohol-Acetophenon zu treiben.) Die vereinigten Amyl- 
alkohol- Acetophenonextrakte (200 cem) werden durch doppelte glatte 
Filter filtriert und mit 400 cem absolutem Ather versetzt. Die flockige 
Fallung wird iiber einer Talkumschicht abgesaugt und mit Ather ge- 
waschen, bis dieser farblos abliuft. Man lést dann das Anthocyan als 
Chlorid durch Waschen mit 50 cem 2,5°,iger methanolischer Salzsaure 
heraus, fallt den Farbstoff mit 100 cem absolutem Ather, filtriert ihn 


! H. Willstaedt u. F. Reuter, J. f. prakt. Chem. (2) 135, 211, 1932. — 
2 Roczniki Chemji 13, 725, 1933; Chem. Centralbl. 1934, I, 2606. 
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ab und wascht ihn zuerst mit Ather, dann mit Petrolaither. SchlieBlich 
wird der Farbstoff nochmals in methanolischer Salzsiure gelést und 
durch Stehen im Atherexsikkator langsam ausgefallt. Zur Analyse 
wurde in der Pistole bei Wasserstrahlvakuum und 110° 1 Stunde 
getrocknet. 


3,665, 3,976 mg Substanz: 1,780, 1,982 mg H,O; 6,820, 7,428 mg CO,. 
6,311, 3,454, 3,813 mg Substanz: 1,956, 1,173, 1,180 mg AgJ. 3,457 mg 
Substanz: 0,802 mg AgCl. 

C,,H,;,0,,Cl. Ber.: C 50,86, H 5,03, OCH, 4,70, Cl 5,37. 

Gef.: C 50,75, H 5,43, OCH, 4,10, 
C 50,95, H 5,58, OCH, 4,09, Cl 5,74. 
OCH, 4,49. 


Uppsala, Medizin.-chem. Inst. 
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Uber die Lokalisation der Nierendesamidase. 
Von 
Franz von Ledévey. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Paézmény Péter-Universitat in 
Budapest.) 


(Eingegangen am 4. Januar 1935.) 


Nash und Benedict (1) wiesen nach, daB das im Blute enthaltene 
Ammoniak in der Niere entsteht. Sie fanden namlich in der Vena 
renalis mehr NH, als in der Arteria renalis. Die erwahnten Autoren, 
sowie Bollmann und Mann? vermuten, daB das Ammoniak aus Carbamid 
entsteht. Die Frage wurde durch Untersuchungen von Krebs (3) ent- 
schieden, der nachwies, daB die Niere ein desaminierendes Ferment 
enthalt, das die Aminoséuren in Ammoniak und die entsprechende 
Ketosaéure zersetzt. Krebs bestimmte die Zellart der Niere, die das 
Ferment enthalt, nicht niher. Ziel dieser Versuche war, die Lokalisation 
des Ferments zu bestimmen. 

Die Versuche wurden unter verschiedenen Bedingungen aus- 
gefiihrt. Zuerst wurde das Desaminierungsvermégen der ganzen Niere, 
nachher dasselbe an der gesonderten Rinden- und Marksubstanz unter- 
sucht und zuletzt wurde das Desaminierungsvermégen der Niere von 
mit Nierengiften (Cantharidin, Uran) vergifteten Ratten bestimmt. 

Als Enzymmaterial diente Rattennierenbrei. Die Versuchsmethodik 
ist in einer vorhergehenden Arbeit (4) beschrieben. 

Die Waschflaschen von 100 cem Inhalt enthielten eine Phosphatpuffer- 
lésung (pu 7,4) und 3°/), d, 1-Alanin. Die Tiere wurden entblutet, die Nieren 
sofort entnommen und mit einer abgewogenen Menge Seesand zu Brei 
zerrieben. Die Waschflaschen enthielten ungefahr 0,5 g Niere in 40 ccm 
Lésung. Eine Versuchsréhre blieb zum Vergleich stets frei von Alanin, da 
wahrend der Autoiyse immer kleine Mengen Aminoséuren entstehen. 
Versuchsproben wurden nach 60 und 120 Minuten entnommen (5—5 ccm). 
Wahrend der ganzen Versuchsdauer wurde durch die Waschflaschen Sauer- 
stoff geleitet. Zur Verhinderung des Schiumens diente Oktylalkohol. 
Die Probe wurde nach der Entnahme 3 Minuten lang gekocht, zentrifugiert, 
verdiinnt, dann im van Slyke-Apparat (mit Quecksilbermanometer) der 
Aminostickstoffgehalt bestimmt. 





Aus den Angaben der Tabelle I ist ersichtlich, daB der aus 
der ganzen Niere gewonnene Brei pro 100 mg Rattenniere in 2 Stunden 
0,56 bis 0,68 mg N, aus der 3°/ igen d, 1-Alaninlésung abspaltet. 

In der zweiten Versuchsreihe wurde die Mark- und Rindensubstanz 
mit der Schere in grober Weise makroskopisch getrennt und die zwei 
Teile wurden gesondert in der oben beschriebenen Weise untersucht. 

18 * 
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Aus diesen Versuchen ist ersichtlich (s. Tabelle IT), daB die Rinden- 
substanz ungefahr die doppelte Fermentmenge enthdlt als das Mark. 


Tabelle I. Tabelle II. 
100 mg Nierensubstanz (Rinde 100 mg Nierensubstanz spaltet 
+ Mark) spaltet in 2 Stunden in 2 Stunden von d, l-Alanin in 
von d, 1-Alanin in 3°/, iger 3°/jiger Lésung mg NH,-N ab. 





Lésung mg NH,-N ab. 


0,628 mg N, i Peers scent mia Mesksubstens 
O,651 My 0,784 0,328 
0,689 ,, N, 0,690 0,298 
0,566 ,, N, 0,695 0,425 — 
Mittelwert: 0,723 0,342 


Zur Feststellung der genauen Lokalisation des Ferments wurden 
die Tiere mit Cantharidin und Uran vergiftet. Mit einem Teil der Niere 
wurde das Desaminierungsvermégen bestimmt, ein anderer Teil wurde 
von Herrn Doz. Putnoky im II. Path.-Anat. Institut der Universitat 
histologisch untersucht. 


Versuche mit Cantharidin. Die Tiere wurden in zwei Gruppen 
geteilt. Diejenigen der ersten Gruppe erhielten in die Schwanzvene 
an drei aufeinanderfolgenden Tagen 0,1 ccm Tinctura Cantharidini, 
die mit physiologischer Kochsalzlésung auf 1 ccm verdiinnt wurde. 
Nach zwei Ruhetagen wurden die Tiere getétet und die Niere untersucht. 
Histologisches Bild: Glomeruli normal, in den Epithelzellen der Tubuli 
contorti, recti und der Henleschen Schleifen inselartige Fettropfen. 
Die tibrigen Teile der Harnkanalchen normal. 

Die zweite Tiergruppe erhielt dieselbe Injektion 6 bis 8 Tage 
hindurch. Nach der letzten Injektion 2 Tage Pause; nachher wurden 
die ‘Tiere getétet und wie oben beschrieben untersucht. Histologisches 
Bild: Dasselbe wie oben, nur weist die Degeneration ein viel schwereres 
Bild auf. In den mit Haimatoxylin-Sudan gefarbten Praparaten sind 
in den Epithelzellen der Tubuli contorti, recti und der Henleschen 
Schleifen viele Fettropfen sichtbar. Das Desaminierungsvermégen der 
vergifteten Tiere (s. Tabelle ILI) zeigt bei den Tieren der ersten Gruppe, 
wo die Vergiftung nicht so schwer war, fast normale Werte. Bei der 
zweiten Gruppe, wo in der Niere schon ausgepragte Degenerations- 
erscheinungen sichtbar waren, ist auch das Desaminierungsvermégen 
stark vermindert. 

Tabelle III. 
100 mg Nierensubstanz (von mit Cantharidin vergifteten Ratten) spaltet in 
2 Stunden von d, l-Alanin in 3°/ iger Lésung mg NH,-N ab. 
I. 0,551, 0,621, 0,502; II. 0,463, 0,418. 
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Lokalisation der Nierendesamidase. 


Versuche mit Uran. Die dritte Tiergruppe wurde mit einer intra- 
venoés eingespritzten 1°/, igen Urannitratlésung vergiftet. Zwei Ratten 
erhielten zwei Injektionen zu je 2 ccm, die dritte zweimal 4ccm. Das 
Téten der Tiere erfolgte 24 Stunden nach der letzten Injektion. Das 
histologische Bild: Glomeruli normal, in den Epithelzellen der Tub. 
contorti et recti und der Henleschen Schleifen auBerordentlich viele 
Fettropfen. In den mit Hamatoxylineosin gefairbten Schnittpraiparaten 
fehlt oft die Kernfirbung, wahrend bei den mit Cantharidin vergifteten 
Tieren diese immer erhalten war. Das Desaminierungsvermégen des 
Nierenbreies war sehr gering, in einem Falle sogar unmeBbar. Diese 
Ergebnisse und das histologische Bild zeigen, daB das desamidierende 
Ferment in den Epithelzellen der Harnkanalchen, der Tubuli recti 
und hauptsachlich der Tubuli contorti, enthalten ist. 


Tabelle IV. 


100 mg Nierensubstanz (von mit Urannitrat vergifteten Ratten) spaltet in 
2 Stunden von d, 1-Alanin in 3°/,iger Lésung mg NH,-N ab. 
1. 0,237; 2. 0,171; 3. nicht meBbar. 


Zusammenfassung. 


Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen und der Amino- 
siurebestimmungen weisen darauf hin, daB die Nierendesamidase 
hauptsachlich in den Epithelzellen der Tubuli contorti und in geringerem 
MaBe in den Zellen der Tubuli recti enthalten ist. 


Literatur. 


1) J. of biol. Chem. 48, 463, 1921; 51, 183, 514, 1922; 69, 381, 1926; 82, 
673, 1929; 94, 783, 1932. — 2) Amer. J. of Physiol. 92, 92, 1930. — 3) Zeit- 
schrift f. physiol. Chem. 217, 191, 1933. — 4) N. Newenschwander-Lemmer 
u. F. Leévey, diese Zeitschr. 272, 380, 1934. 
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Uber die Einwirkung der Dinitrophenole 
auf die Umsetzungsgeschwindigkeit des Athylalkohols. 
Von 
Erik M. P. Widmark. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Lund.) 


(Eingegangen am 6. Januar 1935.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Neuerlich haben Nyman und Palmlév' iiberzeugend bewiesen, daB 
mit der Steigerung des totalen Energieumsatzes durch Muskelarbeit 
keine Veranderung in der Umsetzungsgeschwindigkeit des Athy]- 
alkohols einhergeht. Die Verfasser verglichen die Werte von f (Kon- 
zentrationsgefalle des Alkohols im Blute pro Minute). Es ergab sich 
aus ihren Versuchen am ruhenden und arbeitenden (mindestens 
378 kgm/Minute) Organismus, daB in beiden Fallen praktisch gleiche 
Werte erhalten werden. Sie sind daher wie ich der Auffassung, daB £ 
beim Menschen ein individueller und konstitutionell bedingter Faktor 
ist, der unter physiologischen Verhaltnissen nur innerhalb enger Grenzen 
schwankt. 

Die Feststellung, daB die Umsetzung des Alkohols nicht durch 
Muskelarbeit beeinfluBt werden kann, ist von groBbem_ praktischen 
Interesse, weil sie zeigt, da man bei der Berechnung der Alkohol- 
konsumption in einem forensischen Falle keine Riicksicht auf kérperliche 
Bewegungen zu nehmen braucht, die zwischen dem Beginn der Kon- 
sumption und der Entnahme der Blutprobe stattgefunden haben. 

. Theoretisch ladt diese Beobachtung zur Bearbeitung der Frage ein: 
ist es tiberhaupt méglich, die Umsetzungsgeschwindigkeit des Alkohols 
durch experimentelle Eingriffe zu beeinflussen ? 

Einzelne Beobachtungen liegen vor, wonach # durch Gewéhnung 
gesteigert werden kann. Diese Untersuchungen sind nach meiner 
Meinung nicht beweiskraftig und tiberzeugend genug, um daraus zu 
schlieBen, daB 6 hierdurch eine Veranderung erleidet. 

Wir fiihren jetzt im hiesigen Institut eine Reihe von Untersuchungen 
iiber den EinfluB von verschiedenen Hormonen, wie Thyroxin, Insulin 
und Adrenalin, sowie anderen Stoffen auf die Alkoholumsetzung durch. 
Hierbei haben wir auch die Wirkung von aromatischen Nitroderivaten 
gepriift, die bekanntlich eine auBerordentliche Erhéhung des Energie- 
umsatzes hervorrufen. Kinige dieser Verbindungen zeigten auch einen 
auBerordentlich starken Einflu8 auf die Umsetzung des Athylalkohols. 


! Skand. Arch. f. Physiol. 67, 271—294, 1934. 
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Diese Versuche zeigen also zum erstenmal, daB die Alkoholumsetzung 
durch experimentelle Eingriffe beschleunigt werden kann. 

Die Versuche wurden an Hunden ausgefiihrt. Da die Umsetzungs- 
geschwindigkeit bei diesen Tieren von Tag zu Tag etwas variiert, fiihrt 
man die Versuche am besten so aus, da man nach der Eingabe des 
Alkohols mit der Magensonde im Verlauf von etwa 4 bis 5 Stunden 
ab und zu einige Blutproben entnimmt, um die gegenwartige Um- 
setzungsgeschwindigkeit zu bestimmen. Dann wird die zu prifende 
Lésung mit der Sonde 2 
oder durch Injektion ver- 
abreicht und man be- Patt H CAMA wii eae meet: ae: at 
stimmt die Umsetzungs- 
geschwindigkeit laufend 
durch Blutanalysen. Als § 
Beispiel sei der folgende 
Versuch referiert: 

Versuch 142. Der 


ica : =e - —— ~~ 20 70200 280 i 

nuten 31,6g Athylalko- Abb. 1. 

hol. Nach 255 Minuten 

0,183 g 1, 2, 4-Dinitriphenol als Natriumsalz, nach Erbrechen (nach 310 Mi- 

nuten) noch 0,146 g. Temperatur 14,50 : 37,8°; 16,30 : 39,3°; 20,30 : 39,0°. 
{ war vor der Eingabe von Dinitrophenol 0,0017, und zeigte nachher 

folgende Werte: 
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Zeit in Min. || Zeit in Min. 
nach Eingabe I 4 nach Eingabe B 
des Alkohols ! ; des Alkohols 





260-360 | 0.0050 446—525 || 00,0046 
361—390 0.0033 526-580 | 0.0029 
391—445 0.0044 


Die Isomeren 1, 2, 5- und 1, 2, 6-Dinitrophenole zeigten bei Eingabe 
von 10 mg pro kg Kérpergewicht keine Einwirkung auf die Umsetzungs- 
geschwindigkeit des Athylalkohols. o0-Dinitrokreso] gibt eine ahnliche 
Wirkung wie 1, 2, 4-Dinitrophenol: 

Versuch 146. Der Hund Ceno, 18,0 kg, bekommt um 11 Uhr 30 Minuten 
31,6 g Athylalkohol und um 15 Uhr 44 Minuten 0,2 g Dinitrokresol in 
200 cem Wasser aufgeschlammt. Temperatur 15,30 : 37,6°; 16,55 : 38,3° 
und 18,10: 38,6°. 2 war 130 bis 250 Minuten nach der Alkoholeingabe im 
Mittel 70,0021. Nachher: 





Zeit in Min. Zeit in Min. 


nach Eingabe 3 nach Eingabe 3 
des Alkohols des Alkohols : 
251—300 0,0042 331—390 0,0033 


301—330 0.0063 391—490 0,9044 
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Als Erklarung dieses Phinomens kénnen drei verschiedene Faktoren 
angefiihrt werden: 1. Kine durch die Temperaturerh6Ghung sekundar 
induzierte gréBere Geschwindigkeit der chemischen Umsetzung des 
Alkohols. 2. Eine gréBere Abdampfung des Alkohols durch die ge- 
steigerte Lungenventilation. 3. Ein gréBerer Verbrauch von Brenn- 
stoffen durch den erhéhten Grundumsatz. 

Von diesen drei Erklirungsméglichkeiten kann die erste im wesent- 
lichen ausgeschlossen werden, da es sich nur um eine Temperatur- 
erhédhung von 1 bis 1,5° handelt, die eine Verdoppelung bis Verdrei- 
fachung der Reaktionsgeschwindigkeit nicht hervorrufen kann. Ubrigens 
findet man bei fiebernden Infektionspatienten keine merklich erhéhten 
Werte von #. 

Die Moglichkeit einer Erklarung des Phinomens durch die ge- 
steigerte Ventilation der Lunge bedurfte der niheren Prifung. 

Magne, Mayer und Planterol! finden eine Steigerung in der Ven- 
tilation beim Hunde von 2 auf maximal 55 Liter in der Minute. Dies 
bedeutet, daB f einfach durch die Ventilation bei etwa 1°/g) Alkohol 
im Blute eines 25 kg schweren Hundes um etwa 0,0014 gesteigert 
werden kann. Der EinfluB der gesteigerten Ventilation kann also eine 
bedeutende Rolle beim Verschwinden des Alkohols aus dem Blute bei 
Nitrophenolwirkung spielen. Weitere Versuche kénnen entscheiden, 
ob das Abdampfen durch die Lungen oder der dritte Faktor, die ge- 
steigerte Verbrennung, die Hauptursache ist. 

Schon jetzt glaube ich aber annehmen zu kénnen, daB diese Nitro- 
phenole eine gesteigerte chemische Umsetzung des Alkohols bewirken. 
Dies ist von besonderem Interesse, weil friihere Untersuchungen gezeigt 
haben, daB die Mehrverbrennung nur die Kohlenhydrate _betrifft, 
weniger sicher aber Fettstoffe. Unsere Versuche deuten aber darauf hin, 
da8 Athylalkohol auch als Brennmaterial bei der Nitrophenolwirkung 
dienen kann. Die gesteigerte Umsetzung findet in den Muskeln und 
in anderen Organen statt. Es ist unter diesem Gesichtspunkt von 
Interesse, hervorzuheben, daB Alkohol zwar nicht als Quelle der 


Muskelarbeit dienen kann, er aber doch unter Umstanden als Brennstoff” 


von der ruhenden Muskelzelle verwendet wird. 


Zusammenfassung. 


1, 2, 4-Dinitro-phenol und o-Dinitro-kresol bewirken bei oraler 
Verabreichung beim Hund eine gewaltige Beschleunigung des Kon- 
zentrationserniedrigung des Athylalkohols im Blute. 


1 Ann. d. Physiol. 8, 1, 1932. 
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Beitrige zur Chemie der Helminthen. 
II. Mitteilung!: 
Untersuchungen der chemischen Zusammensetzung einzelner Teile 
des Taenia saginata. 

Von 
I. A. Smorodinzew und K. W. Bebeschin. 

Aus der chemotherapeutischen Abteilung des Tropeniastituts in Moskau.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1954.) 


Die Literatur tiber Morphologie und Biologie der Helminthen 
ist sehr reichhaltig, was aber ihre chemische Zusammensetzung an- 
betrifft, so besitzen wir dariiber nur spirliche Kenntnisse. In unserer 
vorhergehenden Mitteilung! haben wir den chemischen Bestand des 
ganzen Kérpers der am meisten verbreiteten Wurmart, der Taenia 
saginata besprochen. Die Morphologen unterscheiden im Bau des 
Wurmes drei Teile : a) den Halsteil mit dem Kopf, b) den Hermaphroditen- 
teil in der Mitte, c) den Schwanzteil, der bei geschlechtsreifen 
Wiirmern mit Eiern gefiillt ist. Es war von Interesse festzustellen, 
inwiefern die allgemeine chemische Zusammensetzung den Unter- 
schied im morphologischen Bau widerspiegelt. 

Die Bearbeitung des Wurmes und die Bestimmungsmethode wurde 
in der friiheren Abhandlung geschildert. Wir haben je vom Hals-, 
Mittel- und Schwanz-teil 10 bis 20 Serienuntersuchungen durchgefiihrt 
und geben in Tabelle I die Durchschnittszahlen, in Tabelle Il zeigen 
wir die GréBe der Schwankungen der Zusammensetzung in einzelnen 
Fallen. 

Tabelle L. 





Trocken- | Organische Gesamt- 


Teil des Wurmes Wasser substanz | Substanz Asche stickstoff —_Lipoide 
%o 9% 9% % %p 

Halsteil. . . . || 86,45 13,55 12,80 0,65 0,87 3,05 

Mittelteil . . . | 86,43 13,57 12,87 0,73 0,68 1,55 

Schwanzteil . . || 83,85 16,15 15,43 0,95 0,74 1,25 


Aus Tabelle I ist zu ersehen, daB sich Hals- und Mittelteil nach dem 
Gehalt an Wasser, Trockenriickstand, organischen Stoffen und Asche 
nur wenig voneinander unterscheiden und nahezu die durchschnittliche 
Zusammensetzung des ganzen Wurmes zeigen. Jedoch ist der Gesamt- 
stickstoffgehalt des Halsteiles um 22°, und der Lipoidgehalt sogar 


1 |. Mitteilung: J..A.Smorodinzew, K. W. Bebeschin u. P. I. Pawlowa, 
diese Zeitschr. 261, 176, 1933. 
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doppelt so groB wie im Mittelteil. Die groBe Menge der Lipoide ent- 
spricht zum Teil der Konzentrierung der Nervenknoten im Kopfteil des 
Wurmes. Der Schwanzteil, der die Eier enthalt, zeichnet sich durch 
einen verminderten Wassergehalt aus, wobei die Steigerung des Trocken- 
rickstandes teilweise durch Mineralsubstanzen (um ein Drittel mehr 
als im ganzen Wurm), teilweise durch irgendwelche andere organische 
Stoffe, jedoch nicht durch Lipoide, sondern vielleicht durch Glykogen 
oder Chitin bedingt wird. Die Eier werden vor der auBeren Einwirkung 
durch eine starke stickstofflose oder stickstoffarme Haut geschiitzt. 
Ebenso tragen dazu die relative Trockenheit und die Mineralstoffe 
der Haut bei. 


Wie es scheint, lassen sich dadurch auch die Abweichungen der 
allgemeinen chemischen Zusammensetzung des Schwanzteiles vom 
Bestande des ganzen Wurmes erklaren. 

Die GréBe der individuellen Schwankungen in der chemischen 
Zusammensetzung einzelner Wuimteile, als auch des ganzen Wurmes 
sind recht bedeutend (Tabelle LI). 


Tabelle UT. Schwankungen in der chemischen Zusammensetzung 
. lT.: tT ° . 
einzelner Teile des Taenia saginata. 





ps ce ‘ Yureh- Schwankungen 
Die Faktoren Minimum | Maximum a. fy 8 

Halsteil 

Trockenriickstand . 10.3 | 17,25 13,55 —22 bis + 27,3 

Organische Stoffe. . . 9,72 | 15,54 12,80 — 24 + 2114 

Asche. . . 0.51 | 0,83 0,65 wh le ED 

Gesamtstickstoffgehalt : 0,58 1,0 0,87 — 33,3 , + 15,0 

Lipoide ar as a ae 1,3 5,6 3,05 Sie 57,3 ” + 83,6 
Mittlerer Teil 

Trockenriickstand . . . 8,8 | 182 13,57 — 851 , +34 

Organische Stoffe. . . | 8.46 | 17,25 12.87 — 341 , + 34,1 

Asche . . : 0,40 0,95 0,73 — 452 , + 30,0 

Gesamtstic kstoffgehalt " 048 | 0,85 0,68 —30 , +25 

OINBR og ae a 8 0,8 1,9 1,55 —50O , +18,7 
Schwanzteil 

Trockenriickstand. . . 11,22 | 20,54 16,15 —§80 , +271 

Organische Stoffe. . . 10,43 | 18,72 15,43 — 3824 , + 21,8 

Asche. . gts 0,77 1,08 0,95 —19 , + 13,7 

Gesamtstickstoffgehalt ; 0,52 | 1,01 0,74 — 80 +. 36,5 

bagOude. 3. aia vase cess 0,8 1,9 1,25 —35 , + 52 


Tabelle II zeigt, daB die GroBen der Schwankungen in der chemi- 
schen Zusammensetzung einzelner morphologischer Wurmteile bedeutend 
groBer sind als beim ganzen Wurme selbst, mit Ausnahme der Lipoide. 
Die kleinsten Schwankungen bemerken wir bei der Asche des Schwanz- 
teiles, die gréBten bei den Lipoiden. Das 14Bt sich dadurch erklaren, 








—— 
Rane 





aap apitatas 


ets 


the 


Zur Chemie der Helminthen. LI. 27% 


daB gleichzeitig mit dem relativ bestandigen Gehalt an protoplasmati- 
schen Lipoiden die Reservelipoide (Fette) starken Schwankungen 
unterworfen sind, die durch die veranderte Lebensbedingung des 
Wurmes veranlaBt werden. 


Zusammenfassung. 


1. Dem Unterschied im morphologischen Bau einzelner Teile der 
Taenia saginata entspricht ein Unterschied in der allgemeinen chemischen 
Zusammensetzung. 2. Der Kopfteil (Schwanzteil) wird durch einen 
hohen Gehalt an Lipoiden mit relativ grobem Gehalt an Gesamt- 
stickstoff charakterisiert. 3. Der Schwanzteil zeichnet sich durch 
einen erhéhten Gehalt an Trockenriickstand und Asche (20 bis 30% 
mehr als beim ganzen Wurme) aus. 4. Der mittlere Teil enthalt 
im Vergleich mit dem Halsteil weniger Lipoide und Stickstoff, steht 
aber dem Schwanzteil in der allgemeinen Menge der Trockenriickstande 
und der Asche nach. 5. Bei allen Teilen des Wurmes sind die gréBten 
Schwankungen im Lipoidgehalt des Halsteils, die kleinsten beim Asche- 
gehalt des Schwanzteils zu bemerken; das ist dadurch bedingt, daB die 
Hauptmasse des Schwanzteils aus Eiern besteht, welche eine stabilere 
Zusammensetzung aufweisen. 








Ein Dihydrocholesterinbilanzversuch an der Ratte. 
Von 
H. Dam und Georg C. Brun. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1935.) 


In einer friiheren Arbeit [Dam (4)] hat einer von uns gezeigt, daB 
Dihydrocholesterin nach Verabreichung an einen Menschen, in den 
Fazes unverandert wiedergefunden werden kann, was am einfachsten in 
der Weise zu deuten ist, daB Dihydrocholesterin nicht resorbiert wird. 
Diese Erklarung ist in Ubereinstimmung mit den Anschauungen von 
Schinheimer und v. Behring (8), wonach Sterine ohne Doppelbindung 
nicht oder nur schwierig resorbiert werden. Ein ahnliches Verhalten 
gegentiber Dihydrocholesterin ist auch von Biirger und Winterseel (3) 
beim Menschen gefunden wordet.. 

Wir haben nun einen Bilanzversuch an Ratten angestellt und fanden 
dabei das bemerkenswerte Ergebnis, daB perorale Eingabe von Dihydro- 
cholesterin nicht zu einer entsprechenden Erhéhung der gesamten 
Sterinausscheidung im Kote fiihrte, sondern daB das eingefiihrte Sterin 
zum gropen Teil verschwand. Speicherungsversuche mit einer groBen 
Menge Dihydrocholesterin zeigten ferner, daB dieses Sterin vom Darm- 
tractus in den Kérper der Ratte iibergehen kann und teilweise zur Ab- 
lagerung gelangt. 

Experimentelles. 

Die Ratten wurden in Stoffwechselkaifigen untergebracht und 
erhielten (im Bilanzversuch) eine fast sterinfreie Nahrung, bestehend aus: 
‘Reisstarke. . . . . . 350g Hefeextrakt Marmite 25g 
Casein, A-frei . . . . 100g Salzgemisch' . . . . 25g 

Hierzu wurden pro Tier taglich genau 0,205 g Dorschlebertran 
und 0,201 g Olivenél mittels der Kroghschen Prazisionspipette ge- 
geben. In der Belastungsperiode wurde das Dihydrocholesterin im 
Ol gelést. 

(Diese Nahrung ist keineswegs besonders giinstig und wurde nur wegen 
ihres niedrigen Steringehaltes gewahlt; wahrscheinlich wiirde eine ganz 
ausreichende Nahrung zu einer konstanteren Nahrungsaufnahme und damit 
auch gleichmaBigeren Sterinausscheidung fiihren. Eine Nahrung, die Hefe 
enthalt, wird aber eine nicht unbetrachtliche Ergosterinmenge enthalten, 
was bei der Analyse des Kotes Schwierigkeiten bereitet.) 

Die Aufarbeitung des Kotes, der mittels Carmin abgegrenzt wurde, 
geschah durch Kochen mit Kalilauge (60%), Ausaithern und Verseifung 


1 Hart, Halpin u. Steenbock, J. of biol. Chem. 48, 421, 1920. 
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mit methylalkoholischer Kalilauge, wonach die Sterine in bekannter 
Weise nach der Digitoninmethode bestimmt wurden. 

Im Speicherungsversuch erhielten die Ratten getrocknetes WeiB- 
brot, das mit einer 3°igen Dihydrocholesterin-Olivenéllésung ver- 
riuhrt wurde. Die Kontrolltiere erhielten dieselbe Nahrung ohne 
Dihydrocholesterin. 

Bei der Aufarbeitung entfernte man zunichst Fell, Kopf, Beine, 
Schwanz und Verdauungstractus. Die Bestimmung des Sattigungs- 
grades der Sterine erfolgte nach der bekannten Methode von Schén- 
heimer (9). 

Ubersicht iiber die Versuche. 


1. Bilanzversuch. 





Ratte 3 Ratte 4 
recy el Bo. 
Sterin “te | Sterin im Verhiltnis 
im Kot | Verhaltnis im Kot _ 7. 
abso Vor- | Nach- 


Vorperiode periode| periode 


mg mg mg mg | mg 

Vorperiode 7 Tage. ...... 9.5 20,1 

Belastungsperiode 7 Tage... . . 27,3 32,5 | 

Kingabe: 53,1 mg Dihydrocholesterin | 26 5 14,1 20,3 

1. Nachperiode 7 Tage... ... | 82,1 _ 218 | 

2. ts Ree Uae Reka 25,4 SS pe 
Schwund: 26,6 39 32,8 


2. Speicherungsversuch. 





Sittigungsgrad 


Dihydrocholesterineingabe der Kérpersterine 


0 0 

AUS Oe 374 mg im Laufe von 13 Tagen* 11,1 
eee ee, ES SES Soa, ee) ane 12,9 
peli ond Vaimewy 0 1,2 
ei 0 2,2 


" 


* Die Tiere wurden gleich nach der Verfiitterung getitet. 


Diskussion der Ergebnisse. 


DaB ein Schwund an Sterin stattgefunden hat, ist unzweifelhaft, 
und ebenso sicher ist es, daB jedenfalls ein Teil des verschwundenen 
Sterins im Kérper der Ratte zu finden ist. Um die Sache vollstandig 
aufzukliren, wird zu priifen sein, ob Dihydrocholesterin im Kérper oder 
im Darm der Ratte abgebaut werden kann. 

Fiir Sitosterin haben Beumer und Fasold (2) ein ahnliches Ergebnis 
gefunden, indem Verabreichung von Sitosterin an Ratten ebenfalls zu 


einem Schwund an Sterin fiihren soll, und Dam und Starup (5) konnten 
zeigen, daB die Ratte imstande ist, etwas ,,Phytosterin‘* vom Darm aus zu 
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resorbieren. Diese Befunde stehen nicht im Widerspruch mit den Einzel- 
ergebnissen der gros angelegten Untersuchungen von Schénheimer und 
Mitarbeitern (6) (7), denn diese Forscher haben keinen entsprechenden 
Versuch mit Ratten angestellt, weil es ja nicht von vornherein zu erwarten 
war, da sich die Ratte anders verhaélt als z. B. der Hund. Schénheimer 
und v. Behring sowie auch Bewmer und Bischoff (1) konnten auBerdem 
bei der Maus keine Speicherung von Dihydrocholesterin feststellen. 

Als Erklarung fiir die Tatsache, daB das Sterin der Tiere gew6hnlich 
zu 99°, aus Cholesterin besteht, kann man a priori annehmen, dab 
andere Sterine, soweit sie in der Nahrung vorkommen, entweder nicht 
resorbiert oder nach Resorption abgebaut oder wieder ausgeschieden 
werden, oder daB einzelne Sterine, wie z. B. Dihydrocholesterin iiber- 
haupt nur in sehr geringer Menge in der normalen Nahrung vorkommen. 
Schinheimer und v. Behring zeigten nun, daB man nach Eingabe von 
Koprosterin und Dihydrositosterin beim Hund kein gesittigtes Sterin 
in der Ductuslymphe nachweisen konnte. Schénheimer und v. Behring 
und Schénheimer und Hrdina (10) haben ferner gezeigt, daB Dihydro- 
cholesterin beim Hund nicht oder jedenfalls viel langsamer als Chol- 
esterin aus dem Sekretinhalt einer kiinstlichen Darmcyste rickresorbiert 
wird. Man mu deswegen annehmen, da die untersuchten Sterine 
wenigstens beim Hund tatsachlich nicht oder nur schwer resorbiert 
werden, wahrend bei der Ratte und vielleicht auch bei einigen anderen 
Tieren andere Méglichkeiten eine Rolle spielen kénnen. 

Weitere Untersuchungen auf diesem Gebiete miissen deswegen 
darauf hinausgehen: 1. Die Méglichkeit eines Abbaues von Dihydro- 
cholesterin, Pflanzensterinen usw. im Rattenorganismus und im Ratten- 
darminhalt genau zu priifen. 2. Zu ermitteln, ob eventuell andere Tiere 
sich in dieser Hinsicht ahnlich wie die Ratte verhalten sollten. 


Zusammenfassung. 


‘1. Im Bilanzversuch mit Dihydrocholesterin an der Ratte wurde 
weniger Sterin ausgeschieden als eingegeben. 

2. Nach Verfiitterung einer grofen Menge Dihydrocholesterin 
konnte eine Erhéhung des Sittigungsgrades des Korpersterins der 
Ratte festgestellt werden. 

Literatur. 

1) Beumer u. Bischoff, diese Zeitschr. 220, 154, 1930. — 2) Beumer u. 
Fasold, ebenda 259, 471, 1933. — 3) Btirger u. Winterseel, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 202, 244, 1931. — 4) Dam, Biochem. J. 28, 815, 1934. — 5) Dam u. 
Starup, diese Zeitschr. 274, 117, 1934. — 6) Schénheimer, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 180, 1, 1929. — 7) Schénheimer, v. Behring, Hummel u. Schindel, 
ebenda 192, 73, 1930. — 8) Schénheimer u. v. Behring, ebenda 192, 97, 
1930. — 9) Schénheimer, ebenda 192, 82, 1930. — 10) Schénheimer u. Hrdina, 
ebenda 212, 161, 1932. 














Chemotherapeutische Priifung zweier arsenhaltiger Farbstoffe. 
Von Viktor Fisch] und Ernst Singer. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Gesellschaft der Wissen- 
schaften und Kiinste fiir die Tschechoslowakische Republik in Prag.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1935.) 


In einer an anderem Ort veréffentlichten Untersuchungsreihe haben 
wir mit quantitativ-analytischen Methoden den Nachweis chemo- 
therapeutisch wirksamer Elemente in Spirochaten und 'Trypanosomen 
nach Behandlung mit den entsprechenden Heilmitteln in vive und in 
vitro erbracht. Hinsichtlich der chemischen Form, in welcher diese 
Elemente, namentlich Arsen und Gold, an oder in den Erregern ge- 
speichert werden, bieten solche Bestimmungen naturgemaiB keinen 
AufschluB. 

Zur Aufklarung dieses Problems und damit des Feinmechanismus 
der chemotherapeutischen Wirkung wurde zunichst versucht, statt der 
iiblichen spezifisch verwendeten Metallderivate solche mit Farbstoff- 
charakter heranzuziehen. Vergleichende Bestimmungen des Farbstoff- 
und des Metall-gehalts der Erreger kénnten dann zeigen, ob das Ver- 
haltnis Metall: Gesamtmolekiil in den Parasiten das gleiche ist wie in 
der angewandten Substanz oder ob dies nicht der Fall ist, d. h. chemische 
Umsetzungen stattgefunden haben. 

Metallhaltige Farbstoffe, die den beiden Forderungen geniigen, 
starke Eigenfarbung und deutliche Wirksamkeit zu besitzen, sind in der 
Literatur nur sparlich beschrieben; am brauchbarsten erschienen uns 
zwei von Ehrlich genannte Verbindungen, die im folgenden kurz als 
Arsengelb und Arsenbraun bezeichnet werden. Auch sie erwiesen sich 
freilich als ungeeignet, da kolorimetrische Bestimmungen mit gelben, 
roten oder braunen Substanzen hier nicht hinreichend genau durch- 
zufiihren sind, vielmehr jede Beimengung von Plasma oder Blut- 
kérperchen stért. 

EKinen brauchbaren griinen, blauen oder violetten Farbstoff haben 
wir bisher nicht gefunden; insbesondere ist das von dem einen von uns 
als trypanozid beschriebene Ruthenrot nicht zu verwenden. Auch die 
von Dunning und Mitarbeitern studierten antimonhaltigen Azofarb- 
stoffe, deren Nuancen uns nicht bekannt sind, diirften schon wegen der 
relativ geringen Empfindlichkeit der letzten Linien des Antimons zu- 
mindest fiir spektrographische Bestimmungen unverwendbar sein. 
Abgesehen davon erscheint aber eine kurze Beschreibung der biologischen 
Eigenschaften der beiden Arsenfarbstoffe notwendig, da bisher nur 
wenige Angaben dariiber vorliegen. 
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Die Darstellung der als Arsengelb bezeichneten Verbindung durch 
Kondensation von Arsanilséure mit p-Dimethylaminobenzaldehyd (dem 
bekannten Ehrlichschen Reagens auf Indol, Indikan, Urobilinogen im 
Harn, auf Salvarsan u.a. Substanzen) ist in einer Patentschrift des 
Speyerhauses aus dem Jahre 1906 beschrieben; es ist das Mononatrium- 
salz der 4-(4’-Dimethylamino-)benzyliden-arsanilséure 

NaHO,; As—< S—N=CH— \S—N as 
canes _ CHy 
Arsengelb 
und bildet orangegelbe Nadeln, die sich in Wasser, namentlich beim 
Erwérmen, mit gelber Farbe lésen. Uber die therapeutische Wirkung 
ist nichts Genaueres veréffentlicht worden. 

Gleichfalls ein Azomethinfarbstoff ist das durch Kondensation der 
Arsanilséure mit Phloroglucinaldehyd entstehende Arsenbraun, das 
Mononatriumsalz der 4-(2’, 4’-, 6’-Trioxy-)benzyliden-arsanilsaure : 

OH 
Na HO, As—“ —N=CH-< S—OH 


OH 

Arsenbraun 
Es bildet rotbraune Kristalle, die sich mit gleicher Farbe in Wasser 
lésen. Uber therapeutische Priifung dieser Substanz hat als erster 
Wendelstadt (1908) berichtet, der sie bei Naganatrypanose von Ratten 
in Dosen von '/, bis 1/59g pro kg subcutan deutlich wirksam fand; 
Dauerheilungen waren allerdings nicht zu erzielen, vielmehr trat bei 
mehrfacher Behandlung ,,schnelle Gew6hnung* der Erreger ein. Dann 
haben Khrlich sowie Roehl mitgeteilt, daB nach einer Injektion von 
Arsenbraun die Haut der Mause wochenlang intensiv braungelb gefarbt 
bleibt; es heilt bei kurativer Gabe Mausenagana (einmal die tolerierte 
Dosis von 1/99 g oder mehrmals kleinere Dosen), beeinfluBt aber bei 
prophylaktischer Anwendung eine 1 Tag spater erfolgende Infektion 
nicht. 

Ehrlich nahm an, da die Trypanozidie des Priparats durch den Arsen- 
rest, die Verteilung im Organismus aber durch die chromophore Gruppe 
bedingt sei; als Beweis fiir diese Hypothese (die u. a. iibersieht, daB auch 
farblose Stoffe wochenlang gespeichert bleiben kénnen) fiihrt er die analoge 
Speicherung des nicht trypanoziden Farbstoffs an, der statt des Arsin- 
saurerestes eine Carboxylgruppe enthalt. Das Arsenbraun besitzt demnach 
eine besondere Bedeutung fiir den Ausbau der Zhrlichschen Theorien. 
Weiter berichteten auch Breinl und Nierenstein iiber therapeutische Versuche 
mit diesem Farbstoff bei experimentellen Trypanosen. Die Angabe von 
Fourneau und Mitarbeitern, daS Arsenbraun bei Mausenagana villig 
wirkungslos sei, diirfte demnach irrtiimlich sein; auch die angegebene 
Konstitutionsformel stimmt nicht. Ubrigens ist letztere auch im Handbuch 
der Chemotherapie durch Druckfehler entstellt. 
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Die Wirksamkeit der beiden Azomethinfarbstoffe ist nach der von 
uns durchgefiihrten Priifung weit besser, als die Literaturangaben er- 
warten lassen; das Arsenbraun fallt durch seine Beeinfiussung nicht 
nur der Mausenagana, sondern auch der europdischen Rekurrens auf; 
nur wenige Phenylarsinséuren kommen ihm darin gleich. Die Priifungs- 
ergebnisse sind der Tabelle I zu entnehmen. 


Tabelle I. Giftigkeit und Wirksamkeit der beiden Farbstoffe. 
In Gramm pro 20g Maus intramuskular. 





Infektion Priiparat Tox. Tol. Cur. Eff. Noneff. Index 
: | 
Nagana Arsengelb Yeo | ‘eo | ‘iso | “/se0 | “ew | 1:1,5 
Prowazek Arsenbraun We, | Neo | Aleoo soo | #lieoo | 1:4 
Kuropaische i Arsengelb — | —- | O Mig9 | Yseq | 0 
Rekurrens |  Arsenbraun = — 1/50 Mioo | *eoo | 1:1 


Die Speicherung des Arsenbrauns in den Erregern ist, wie Tabelle I 
} g g 

zeigt, erheblich; zur quantitativen Bestimmung diente die von uns 

beschriebene kolorimetrische Methode. 


Tabelle II. Analysenergebnisse bei Mausen. 
1 Stunde nach intramuskularer Injektion von !/,, ¢ Arsenbraun. 
50 








: Arsengehalt in 4 
Infektion Blutmenge senha aT ER eee 
eem Plasma Blutkérperchen Erreger 
Repent Ee 0,8 24 5.0 2,5 
Rekurrens . 1,2 32 7,0 3,5 


Zu bemerken ist noch, daB auf den von V. und L. Fischl beschriebenen 
gefestigten Naganastamm die beiden Farbstoffe ebensowenig einwirken, 
wie die iibrigen als nicht avide bekannten Arsenikalien. 


Zusammenfassung. 


Zwei als Arsengelb und Arsenbraun bezeichnete Azomethinderivate 
des Atoxyls sind bei Mausenagana mit gutem Index wirksam; Arsenbraun 
hat bemerkenswerterweise auch bei Mausekurrens deutliclhe Heilkraft. 
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Navarro-Martin, M.u. Mme. Tréfouel, Ann. Inst. Pasteur 37, 551, 1923. — 
Roehl, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 2, 496, 1909. — Singer u. Fischl, 
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Fortgesetzte Untersuchungen iiber den biochemischen Abbau 
der Di-phosphoglycerinsiaure. 
Von 
W. Schuchardt und A. Verecellone. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 23. Januar 1935.) 


Friher galt die Di-phosphoglycerinsdure als ein zufallig in den 
Erythrocyten angehaiuftes Neben- oder Stabilisierungs-produkt von 
Verbindungen, die beim Kohlenhydratumsatz entstehen kénnen. Eine 
phosphatatische Spaltbarkeit der Substanz wurde zwar spater bekannt, 
jedoch keine Verinderung an dem 3-Kohlenstoffkérper selber kon- 
statiert!; demnach war eine Einbeziehung der Di-phosphoglycerinséure 
in die Lehre von den Stoffwechselprozessen nicht erfolgt. 

Durch die Untersuchungen von Neuberg, Schuchardt und Vercellone (1) 
ist jedoch gezeigt worden, daB jene Auffassung nicht haltbar ist, 
indem die letztgenannten Autoren die Umwandlung der bis dahin 
wenig untersucht gewesenen Di-phosphoglycerinsaéure in Brenztrauben- 
siure mittels Hefe herbeifiihrten. Bei giinstig gewahlter Wasser- 
stoffionenkonzentration vermochten wir sodann Di-phosphoglycerin- 
siure zu richtiger Vergérung zu bringen (2); die in der Hefe 
vorhandene Carboxylase bewirkt den weiteren Abbau der Brenz- 
traubensdure. In anderen Untersuchungen (3) haben wir dargetan, daB 
die Di-phosphoglycerinsiure auch durch die Hamolysate von ge- 
waschenen Erythrocyten verschiedener warmbliitiger Tiere phosphatisch 
zerlegt wird, jedoch nach 40 Stunden nur in sehr geringem Umfange, 
ohne.daB wir auch gleichzeitig Pyruvinat-anhaufung beobachtet hatten. 
Jiingst (4) haben wir nun gefunden, daB sich das Verhalten der Di- 
phosphoglycerinsaéure gegeniiber anderen tierischen Zellen und daraus 
bereiteten Fermentsiéften von dem gegeniiber Erythrocyten unter- 
scheidet, da hier deutliche und zum Teil starke Brenztraubensaure- 
bildung nachweisbar ist, daB also das di-phosphorylierte Praparat von 
animalischen Fermenten so gespalten wird, wie das vorhin fiir die Hefe 
bereits erwahnt ist und auch fiir das Bacterium coli zutrifft. 

Wir berichten im folgenden ausfiihrlicher tiber diese Feststellungen. 
Im Verhalten der einzelnen Zellfermente bestehen Unterschiede, jeden- 
falls fanden wir bei unserer Versuchsanordnung, da mit Muskel die 
stirkste Pyruvinat-ansammlung eintritt, waihrend (abgesehen von den 
Erythrocyten) Leber die geringsten Ertrage lieferte. 


1 Literatur siehe unter (3). 



































a rat 














Fortgesetzte Untersuchungen iiber Di-phosphoglycerinsiure. 281 


Wenn keine besonderen Angaben gemacht werden, sind die ein- 
zelnen Versuche mit verschiedenen Hamolysaten und Organsaften 
bei 38° auf folgende Art ausgefiihrt: 

1. 0,25 cem Lésung von neutralem di-phosphoglycerinsaurem Na 

(9,5 mg P in | ccm), 

,. Organsaft oder Erythrocyten-himolysat, 
., 0,3 mol. Glykokoll-puffer, 
0,05 ,, Toluol. 

Analog waren die Ansatze 2 bis 4 angestellt, nur daB anstatt der 
2cem 0,3 mol. Glykckoll-puffer 2ccm Wasser bzw. 2cem 0,3 mol. 
Acetat-puffer verwendet wurden. 

In den Ansatzen 5 bis 8 gaben wir anstatt 0,25 ccm neutr. Na-Salz- 
lésung der Di-phosphoglycerinsiure vergleichshalber 0,25 cem neutr. 
Na-salzlésung der Mono-phosphoglycerinsaéure unter im iibrigen gleichen 
Bedingungen hinzu. Die Zahlen fiir in den Kontrollversuchen vorhandene 
Phosphormengen sind in den Tabellen nicht aufgenommen; sie sind bei 
Berechnung der mitgeteilten Prozentzahlen bereits beriicksichtigt. Fiir 
die quantitativen Bestimmungen der gebildeten Brenztraubensaure 
wurden die Ansitze in vergréBertem Umfange bereitet. Aus der mit 
Trichloressigsaure enteiweiBten Fliissigkeit wurde Brenztraubensaure 
als 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon niedergeschlagen. Nach der iiblichen 
Reinigung (Auflésen in Soda und Wiederausfillung mit verdiinnter 
Salzsiure) wurde das Brenztraubensaure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon 
nach FE. Simon und C. Neuberg (5) zur Wagung gebracht und durch 
seinen Schmelz- und Mischschmelzpunkt identifiziert. (Das Verfahren 
ist genauer als eine kolorimetrische Bestimmung und gestattet zugleich 
eine einwandfreie Kennzeichnung der Verbindung.) 

Ob der enzymatische Abbau der Di-phosphoglycerinséure tiber den 
Mono-phosphorsaure-ester vollzogen wird, wofiir M. Vogt (6) Anhalts- 
punkte mitgeteilt hat, und ob die als 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon ab- 
geschiedene Brenztraubensaure nicht teilweise zunachst als die Lohmann- 
Meyerho{ sche Phosphobrenztraubensaure (7) vorliegt, bleibt festzustellen. 

Die angefiihrten Vergleichsversuche mit Mono-phosphoglycerin- 
siure wurden namentlich deshalb angestellt, um sehen zu kénnen, ob 
Di- und Mono-phosphoglycerinsiure merklich verschieden abgebaut 
werden. A. EL. Braunstein (8) hat bereits die Angreifbarkeit der Mono- 
phosphoglycerinséure durch Acetontrockenpulver aus Leber von 
Taube, Kaninchen und Frosch, Kaninchenniere und Rattensarkom in 
einem kurzen Nachtrag zu seiner Mitteilung iiber die Zerlegung der 
Mono-phosphoglycerinséure durch Erythrocyten-hamolysate erwahnt?. 


tye bo 


1 Anmerkung bei der Korrektur. Barrenscheen und Beneschovsky zeigen 
(diese Zeitschr. 276, 147, 1935), daB bei kurzdauernden Versuchen (3 Stunden, 
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A. Versuche mit Niere. 
Bereitung des Nierensaftes. 


Je nach den zur Verfiigung stehenden Mengen wurden die Nieren mit 
der Schere oder in einem Fleischwolf zerkleinert; der Brei wurde dann 
anschlieBend durch ein Sieb getrieben. 

“in Teil des Organbreies wurde mit 3 Teilen sterilen Wassers, dem 
1% Toluol hinzugefiigt wurde, bei Zimmertemperatur 1% Stunde digeriert 
und dann 16 bis 20 Stunden im Eisschrank belassen. Nach dem Abzentrifu- 
gieren verblieb der Saft bis zum Gebrauch im Eisschrank. 

Es wurden Nierensafte vom Pferd, Schwein und Kaninchen unter- 
sucht, sie ergaben fiir Di- wie auch fiir Mono-phosphoglycerinsaure eine 
bis 100 %ige phosphatatische Zerlegung und eindeutige Bildung von 
Brenztraubenséure. Bei Kaninchennieren konnte nur einmal (von 
fiinf untersuchten Fallen) in den Ansatzen mit Di-phosphoglycerinsaéure 
keine Brenztraubensaure nachgewiesen werden ; dagegen wurde Phosphor- 
saure stets normal abgespalten. Tabelle I gibt Beispiele wieder. 


Tabelle I. Nierensafte von Pferden. 








Nach 1 ao 4 5 6 7 8 


Abgespaltener | 15 46,5 51,5 | 44,0 | 20.9 | 97.5 93,9 | 92.9 682 
Phosphor in % | 45 89,5 984 984 55,5 100 95,5 | 983 73.2 
| 


Gebildete Brenz- 
traubensiurein®, 45 || ++ 52,7 | 56,6 0 24,0! 65,9 642 0 


PSs pre | 83; 68| 58) 4,7 83 68 58) 4,7 


37°) Hamolysate vom Gesamtblut wie von Erythrocyten des Menschen, 
Muskelbrei und -Extrakt vom Kaninchen J/ono-phosphoglycerinséiure in 
Brenztraubensiure umwandein. Dies stimmt mit unseren alteren und 
jetzigen Ergebnissen iiberein. Die genannten Autoren beobachteten mit 
Kaninchenleberbrei nur in der Halfte der untersuchten Fille Pyruvinat- 
bildung, wahrend ihre Versuche mit Kaninchennierenbrei (auch in Gegen- 
wart von Magnesiumionen) negativ verliefen, was sie auf einen Mangel an 
Co-Ferment in der Nierenzelle des Kaninchens zuriickfiihren. Dagegen 
stellten wir fiir das Ferment der Nierenzelle vom Kaninchen (s. 8S. 282) 
immer eindeutige Pyruvinatbildung aus natiirlicher .ono-phosphoglycerin - 
siiure fest. Ob die gebildete Brenztraubensiure zum Teil weiter oxydativ 
oder reduktiv abgebaut wird, ist nicht weiter untersucht worden. 

Die von den Autoren hervorgehobene Tatsache, da3 in den Versuchen 
des hiesigen Instituts mit Hefe mehr Phosphorséure als Brenztraubensaure 
gefunden wird, kann — abgesehen von anderen Moéglichkeiten (Zeitdauer, 
Schidigungen, unspezifischer Hydrolyse im Gleichgewicht vorhandener 
Phosphobrenztraubensaure (7) usw. — leicht dadurch erklart werden, daf 
ja die Hefe, wie Neuberg und Kobel (diese Zeitschr. 268, 219, 1933) ausdriick- 
lich angegeben haben, die primar aus der 1-Phosphoglycerinsaure entstehende 
Brenztraubenséure carboxylatisch weiter abbauen kann. Auch in kurz- 
dauernden Versuchen (3 Std.) entsprechen nach neuerlichen Feststellungen 
die gebildeten Mengen Acetaldehyd + Acetoin (zus. 59%) der abgespalt. 
H,PO, (58,8%). 
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Zu demselben Ergebnis fiihrten Versuche mit frischem gesiebtem 
Nieren- Bret (feingehacktem Organ) und Trockenpraparaten von Pferde- 
nieren. (Siehe Tabellen II und III.) 


Tabelle I]. Nierenbrei vom Pferd. 





Nach Std. 1 











2 
Abgespaltener Phosphor in °, . . . . 20 92,3 100 
Gebildete Brenztraubensaure in % . . 20 421 59,6 
Pu 7,2 7,3 
Tabelle II]. Trockenpraparat von Pferdeniere. 

Nach Std. 1 2 
Abgespaltener Phosphor in % .... 20 || 87,9 96.0 
Gebildete Brenztraubensaure in % . . 20 50,8 71.3 
Pu 7,3 73 


Ansdtze. 
1. 2 cem neutr. Na-salzlésung der Di-phosphoglycerinséure (9,5 mg P 
in 1 ccm), 
30 . Wasser, 
4g Nierenbrei vom Pferd, 
0,4cem Toluol. 
2. 2 cem neutr. Na-salzlésung der Mono-phosphoglycerinsaure (7,5 mg P 
in 1 cem), 
30, ,, Wasser, 
4¢g Nierenbrei vom Pferd, 
0,4 ecem Toluol. 
3. 2 cem Wasser, 
30 , Wasser, 

4¢g Nierenbrei vom Pferd, 

0,4 cem Toluol. 

Ganz ebenso wurden die Versuche mit Trockenpraparaten von 
Pferdenieren ausgefiihrt, nur wurden anstatt 4g frischem Nierenbrei 
15g Trockenpraparat verwendet. Das Praparat wurde nach Erdt- 
mann (9) bereitet. Man unterwarf | Teil zerkleinerte Pferdeniere mit 
1 Teil Wasser und 1% Toluol bei 37° einer I4stiindigen Autolyse. 
Dann wurde scharf zentrifugiert, die triibe Fliissigkeit mit der doppelten 
Menge Alkohol gefallt und der Niederschlag abgeschleudert, an der 
Zentrifuge zweimal mit Alkohol, dann mit Ather gewaschen und iiber 
Nacht an der Luft getrocknet. 


B. Versuche mit Darm. 


Frischer Darm wurde mit Wasser gewaschen, umgestiilpt und der 
auf der inneren Darmwand befindliche Schleim mit einem Messer ab- 





284 





W. Schuchardt u. A. Vercellone: 


geschabt. Aus diesem Material wurde wie bei A. ein Saft bereitet. 
Es ist ausreichend, die mit Darmsaft vom Pferd erhaltenen Resultate 
mitzuteilen, da sie sich von denen mit Schweine- und Kaninchen- 
darmsaft kaum unterschieden (Tabelle IV). 


Tabelle IV. Darmsafte von Pferden. 











~~ ets 4 | 5 6 7 | a 
ti | L 
: ps 
Abgespaltener 15 | 68,0 75,2 | 37 | 47,8 91,0 | 58,4 87,6 | 67,9 
Phosphor in % (48 984 | 96.6 | 95 7 95,7 100 |100 | 983 90,7 


Gebildete Brenz- | 
traubensiurein% 45 || ++ 42,2 | 54,1, 0 41,4 530) 55,1 0 


Wee Sita eS | 85 68 62!) 48 85 68) 60) 49 


C. Versuche mit Muskel. 

Zur Bereitung des Kaninchenmuskelextraktes blieben 3 Teile 
Wasser mit 2 Teilen zerkleinerten Muskeln 3 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen und wurden dann zentrifugiert. Die nach 20 Stunden 
aus Di- wie Mono-phosphoglycerinsiure gebildeten Pyruvinat-mengen 
waren auBerordentlich groB, wie sich aus Tabelle V ergibt. Die Versuche 
waren so angestellt, wie S. 281 angegeben ist. 





Tabelle V. Muskelsaifte von Kaninchen. 
| Nach || noe purr | . a 
Std. | 1 :T 4 1% 5 | 6 ” 8 


Abgespaltener | | 
Phosphor in % 19 | 96,6 98,4 100 (58,2) 97,5 99,7 100 80,5 

Gebildete Brenz- | | | 
traubensiurein®, 19 | +++ 71,4 589) 0 | +++ 894 76,9) 0 

ile rah eats | 83 17,0] 62] 51]/ 82}; 70) 61] 5, 


D. Versuche mit Leber. 

Der Saft dieses Organs wurde wie bei A. bereitet. Die Wirkung 
dieser Extrakte (aus Leber von Pferd, Schwein und Kaninchen) auf 
Di-phosphoglycerinséure war, was die Brenztraubensdéure-ansammlung 
betrifft, geringfiigig oder negativ. Immer positiv (drei Faille wurden 
untersucht) waren die Versuche mit Taubenlebersaft. Allerdings waren 
die abgeschiedenen Mengen an 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon so klein, 
daB quantitative Bestimmungen unterblieben. Dagegen hielten sich 
bei den Versuchen mit Extrakten aus Leber des Pferdes, Schweines 
und Kaninchens die positiven und negativen Ausschlige die Waage. 

Mit Mono-phosphoglycerinséure als Substrat war in Gegensatz 
dazu immer Entstehung von Brenztraubensaure zu konstatieren, wenn 
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die isolierten Mengen manchmal auch nur einige Prozente betrugen; 
meist iiberstiegen sie jedoch 10% nicht unwesentlich. So wurden mit 
Kaninchenlebersaft von vier verschiedenen Tieren bei einem px von 6,3 
nach 65 Stunden 14,3 %, 21,5%, 26,6% und 14,9% Brenztraubensdure 
erhalten. Die kolorimetrischen P-Bestimmungen zeigten an, daB zu 
dieser Zeit gegen 90°% P aus organischer Bindung in die anorganische 
Form tibergegangen waren. 


Als Beispiel aus einem gréBeren Versuchsmaterial seien zwei 
Protokolle angefiihrt (Tabellen VI und VII). Aus diesen Tabellen ist 
fiir das Leberferment von Pferd und Taube gegeniiber den gewahlten 
Substraten ein deutliches Maximum der Wirkung zwischen einem 
pu von 5 und 6 zu ersehen, wihrend Lebersaft von Kaninchen gerade 
im alkalischen Gebiet den starksten phosphatatischen Effekt ent- 
faltete (s. Tabelle VIII). 


Tabelle VI. Lebersafte vom Pferd. 


Nach - ee 
Std. 1 2 3 i 5 6 7 8 


Abgespaltener {| 42 13,4 20,6 | 38,1 65,3 87,3 | 74,6 | 95,0 81,6 
Phosphor in °%,% \) 115 | 38,6 69,8 | 75,2 | 85,9 — — —_ —_ 


Gebildete Brenz- | | 
traubensaure in®% | 42 | 0 + + 0 ] 11,5 155 | 244 0 
| 84 


a 83 69) 63 54] 68 62 5,8 





Tabelle VII. Lebersaft von der Taube. 





it 3 2 3 4 || 5 6 | 7 8 
Abgespaltener 16 | 14,7 21,5 96,6 95,8 | o49 | 544 | 952 | 906 
Phosphor in % {| 65 | 883/716; — | — | 521/861; — | — 
| | | | 
| 
1 


Gebildete Brenz- I 
traubensaure in% || 65 | + | + 4+. 0 + + 











25,8 0 
MLE LT: | | 92] 68! 59) 48] 82) 68| 58) 47 
Tabelle VIII. Lebersaéfte von Kaninchen. 
~ = a 3 | re ae | 6 7 | 8 
——— —— T - ” =) L = — 
Abgespaltener | {24 | 75,5 | 304 23,3 | 16,1 | 90,6 52,1 49,9 | 38,5 
Phosphor in % 110 98,5 | 99,1 | 97,5 | 44,7 || 95.2 | 929 96,5 | 61,2 


| 


Gebildete Brenz- | 
traubensaure in% 24 | 0 0 0 | 0 | + 115 + ; 0 
H 5 
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E. Versuche mit Tumoren. 


Benutzt wurde ein Saft aus Rattentumoren (Jensen-Sarkom), der 
wie der Extrakt aus Nieren bereitet wurde. Sowohl aus Di- als Mono- 
phosphoglycerinsiure wurde Pyruvinat erhalten. Tabelle IX gibt 

/ersuchsresultate fiir Di-phosphoglycerinséiure wieder. 


Tabelle IX. Tumorensaft von der Ratte. 





| Nach Std. 1 2 3 
Abgespaltener Phosphor in % | zo of - gs 
Gebildete Brenztraubensiure in % . . 70 + 40,3 
ES ceca a tien eA PRE SEES 7,4 6,6 6,3 


F. Versuche mit Erythrocyten. 


Unlangst haben wir (4) berichtet, daB die in einer friiheren Ver- 
éffentlichung mitgeteilten Ergebnisse iiber das Verhalten der Mono- 
phosphoglycerinsiure gegeniiber Blutkérperhimolysaten vom Pferd, 
Hammel und Kaninchen — fehlende Ansammlung von Brenztrauben- 
siure — einer Erginzung bediirfen. Die damals gewonnenen Resultate 
waren so eigenartig, daf wir uns entschlossen, sie an einem gréBeren 
Material verschiedener Tiere nachzupriifen. Wie wir gefunden haben (3), 
ist der fermentative Abbau von Glycerinsiure-mono-phosphorsaure von 
Tier zu Tier deutlichen Schwankungen unterworfen. Wir bringen als 
Beispiele fiir stattgehabte Pyruvinatbildung Versuche mit Pferde- 
und Hammelblutkérperchen (Tabellen X und XI) und fiigen hinzu, 
daB wir bei Erythrocytenhaimolysaten von Kaninchen und Mono- 
phosphoglycerinsiure als Substrat neben negativ ausgefallenen Ver- 
suchen auch iiber solche verfiigen, in denen bis 48 % der Theorie Brenz- 
traubensiure nach 50 Stunden isoliert wurden. Danach darf wohl als 
sicher angenommen werden, daB bei Blutkérperchen vom Rind und 
Huhn von Tier zu Tier gleichfalls die Fahigkeit wechselt, Brenztrauben- 
siure zu liefern. 


Tabelle X. Erythrocytenhamolysat vom Pferd. 





| Nach Std. || 5 | 6 7 | 8 
a - : mee 
i i's 22 9,8 35,7 | 51,0 | 96,0 
Abgespaltener Phosphor in %, - - - | 90 13,6 | 62,3 68,0 | 98,7 
Gebildete Brenztraubensiure in % . . 90 | + | 128 | 14,2 | 0 
ae FS ES ES ak cee , 88 75 71) 6,0 
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Tabelle XI. Erythrocytenhamolysat vom Hammel. 





Nach Std. 5 6 7 8 
es 22 144 418 57,5 | 863 
Abgespaltener Phosphor in % - - - | 90 15.7 60.2 74°5 100 
Gebildete Brenztraubensiure in °, . . 90 + 24,4 39,6 0 
a PON oe Tene ONE hcg aki bie ee 8.3 7,6 7.0 5,9 


Fir das Versagen in einzelnen Fallen kénnen wir keine sichere 
Erklarung geben. Bekanntlich weisen die Enzymwirkungen bei Tieren, 
die unter ungleichen Bedingungen leben, Unterschiede auf; es ist méglich, 
daB auch das erforderliche Fermentsystem gelegentlich teilweise oder 
ganz geandert ist. 

Wir haben bei dieser Gelegenheit auch unsere Versuche tiber die 
Einwirkung von Erythrocyten-hamolysaten auf Di-phosphoglycerin- 
sdure wiederholt, immer mit negativem Erfolg, was die Brenztrauben- 
sdure-anhaufung betrifft. Bei langdauernder Einwirkung waren die in 
anorganische Bindung iibergegangenen P-Mengen nicht unbetrachtlich. 
Die P-Abspaltung war anfangs im sauren py-Bereich starker, doch 
wurden zeitlich ausgedehnte Versuche dadurch erschwert, daB unter 
diesen Umstanden in den Himolysaten oft starke Flockungen auftraten. 
Ein Abpipettieren wurde dann fast unméglich; auBerdem diirfte die 
Beziehung des Ferments zum Substrat unter diesen Bedingungen 
gestért werden. Im alkalischen Medium war der phosphatatische Abbau 
geringer (s. Tabelle XII). AuBerdem sei das Ergebnis der Einwirkung 
von Blutkérperchenhaémolysaten von drei verschiedenen Kaninchen 
auf Di-phosphoglycerinsiure hier wiedergegeben (Tabelle XIII). 


Tabelle XII. Erythrocytenhimolysat vom Pferd. 





Nach Std. | 1 2 3 4 

| 22 0 0 2.7 | 51 

Abgespaltener Phosphor in % - - - - 90 0,9 9,7 9.4 a 
| 280 — | 840 | 201 | - 

ee eae ca eae ee 8,3 7,5 6,2 | 55 


Tabelle XIII. Erythrocytenhamolysat von drei verschiedenen 
Kaninchen (a, b,c). 





Nach Std. a b c 
. 45 8.9 10,7 15,9 
Abgespaltener Phosphor in °%, - - - - | 280 573 5b 5 51.9 


ee ae aie oe te 7,2 7,3 7,2 
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Es wurde folgender Ansatz benutzt: 


0,25 cem neutr. Na-salzlésung der Di-phosphoglycerinsaure, 
2 ,, Erythrocyten-héimolysat, 

2 ,» Wasser, 

0,05 ,,  Toluol. 


G. Versuche mit Hirn. 


Sowohl frischer Brei von Pferdehirn als Saft von diesem Organ 
spalteten die Mono- wie Di-phosphoglycerinséure phosphatatisch (zu 
15 bis 20% nach 40 Stunden); Pyruvinat wurde dabei nicht isoliert. 


Zusammenfassung. 


Gleich Hefen und Bacterium coli, iiber deren Wirkungen schon 
friiher berichtet wurde, vermégen die Zellen der Muskeln, der Niere 
und des Darms Di-phosphoglycerinséure in Brenztraubenséure zu ver- 
wandeln. Diese Eigenschaft wurde bei den erwahnten Zellarten von 
Pferden, Schweinen und Kaninchen konstatiert. Bei der Leber ist diese 
Fahigkeit nicht regelmaBig zu beobachten, sie ist iberhaupt nur gering. 
Dagegen erwiesen sich Extrakte aus Rattentumoren (Jensen-Sarkom) als 
stark wirksam. Im Zusammenhange mit diesen Untersuchungen wurden 
die friiheren Ergebnisse tiber die wechselnde und meist geringe Spalt- 
barkeit der Mono-phosphoglycerinsaure durch Erythrocyten bestatigt. 
Vergleichsweise wurden auch in allen iibrigen Fallen Versuche mit Mono- 
phosphoglycerinsaure angestellt ; sie wird durch die Zellfermente nahezu 
aller iibrigen Organe angegriffen. 
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Uber den Einflu6 der Temperatur auf die Aktivierung 
und Inaktivierung der Hefeproteinase in Abhingigkeit von den 
Milieubedingungen. 
Von 


A. W. Blagowestschenski und G. D. Wowtschenko, 


(Aus dem A. Bach-Institut fiir Biochemie des Volkskommissariats fiir 
Gesundheitswesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 23. November 1934.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Eine der auffallenden Eigentiimlichkeiten der proteolytischen Fermente 
(Papain, Hefeproteinase, Kathepsin) ist ihre Eigenschaft, durch Blauséiure 
und Sulfhydrylverbindungen aktiviert zu werden. Bereits im Jahre 1903 
fand Vines (1), daB die proteolytische Wirksamkeit des Ferments aus dem 
Latex von Carica papaya — des Papains — durch den Zusatz einer kleinen 
Menge Blausiure bedeutend gesteigert wird. Spater wurde die Akti- 
vierung durch Blauséiure und Sulfhydrylverbindungen von einer Reihe 
hervorragender Forscher untersucht, besonders eingehend von R&. Will- 
statter, W. Grassmann und H. Dyckerhoff (2) (3). Als Ergebnis dieser Unter- 
suchungen gelangte man gegen Ende des verflossenen Dezenniums zu dem 
Schlu8, daB auch die tierischen und pflanzlichen Gewebe Substanzen ent- 
halten, die als natiirliche Aktivatoren der Zellfermente fungieren. Uber 
den Mechanismus der Aktivierung proteolytischer Fermente sind zweierlei 
Anschauungen geiuBert worden, die bis auf den heutigen Tag bestehen. 
Wilistdtter (1. c. (2) (3)] und seine Schule sind der Meinung, daB es bei der 
Aktivierung zu einer Bildung von Komplexverbindungen zwischen Ferment 
und Aktivator kommt, die erst dann zum energischen und tiefgreifenden 
Abbau von Proteinen befihigt erscheinen; Krebs (4) vertritt hingegen die 
Ansicht, daB die Wirkung der Aktivatoren auf die Proteinasen auf der 
Bildung von Komplexverbindungen mit Schwermetallen beruht, wodurch 
diese ihre Hemmungswirkung auf die Proteinasen verlieren. Welche von 
diesen beiden Deutungen richtig ist, kann erst auf Grund weiterer Unter- 
suchungen entschieden werden. 


In der vorliegenden Arbeit stellten wir uns die Aufgabe, den Einflup 
der Temperatur auf den ProzeB der Aktivierung und Inaktivierung von 
Hefeproteinase in Abhdngigkeit von den Milieubedingungen zu untersuchen. 
Der allgemeine Einflu8 der Temperatur auf die fermentativen Prozesse 
ist bekannt. Einerseits nimmt die Geschwindigkeit der Fermentreaktion 
mit Erhéhung der Temperatur zu infolge der Steigerung der chemischen 
Reaktionsfahigkeit des Systems, andererseits erfolgt eine Abnahme der 
Reaktionsgeschwindigkeit infolge der irreversiblen thermischen In- 
aktivierung des Ferments. Von dieser allgemeinen Gesetzmabigkeit 
ausgehend, hielten wir es fiir notwendig, das Temperaturoptimum fir 
die Aktivierung der Hefeproteinase in Abhangigkeit von verschiedenen 
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Milieubedingungen (Dauer der Aktivierung, Menge des Aktivators u. a.) 
zu bestimmen: der typische Ablauf der Kurven sollte uns zu Folgerungen 
im Sinne der Willstdtterschen Anschauungen iiber den Mechanismus der 
Aktivatorwirkung berechtigen. 


Experimenteller Teil. 


Die Hefeproteinase wurde nach dem in der Arbeit von Grassmann und 
Dyckerhoff [l. ec. (3)] eingehend beschriebenen Verfahren hergestellt. Wir 
verwendeten 1!/,kg frische PreBhefe, die mit Chloroform verfliissigt und 
mit 1'/, Liter 0,3 %igem Ammoniak versetzt wurde. Nach 17 Stunden wurde 
die Hefe abzentrifugiert und der Riickstand griindlich mit Wasser gewaschen. 
Der Riickstand wurde mit Wasser versetzt, die Mischung mit Essigsaure 

auf pH 5 gebracht und 

















48 unter Toluol 5 Stunden 

16|- der Autolyse iiberlassen. 

44 Durch Zentrifugieren 

E 42 5 wurde die Proteinase - 

7 i lésung abgetrennt, die 

a zur Fallung der anorgani- 

S48 schen Phosphate fiir eine 

$46 kurze Zeit mit Ammoniak 

gut auf px 8,5 eingestellt 

ae wurde. Nach dem Ab- 

filtrieren wurde die klare 

0 Lésung neutralisiert. Sie 
Stunden ’ nia eae 

war frei von Peptidasen 

Abb. 1. und enthielt reichlich in- 

Abszissen : Zeit in Stunden; Ordinaten : Aziditiits- aktive Proteinase. Die 


zunahme in eem n/10 KOH. Ausgezogene Kurven: ‘<p , epatie eas - ; 
Aktivierung mit KCN; punktierte Kurven: ohne I rOseuanee wurde sogleich 
Aktivierung. an Tonerde C y adsor- 


biert und mit Diammon- 
phosphat eluiert. Die durch Adsorption und Elution gereinigte Hefe- 
proteinaselésung konnte mit Alkohol gefallt und das Ferment als 
Trockenpraparat aufbewahrt werden, oder es wurde die Lésung auf pq 5 
gebracht und bei dieser Aziditat aufbewahrt, denn bei neutraler Reaktion 
erfolgte Selbstaktivierung, wie dies auch von Grassmann und Dyckerhof{ 
[l. e. (3)] beobachtet wurde. Unsere Untersuchungen wurden mit derartigem, 
durch Adsorption an Tonerde und Elution mit Diammonphosphat gereinig- 
tem Ferment ausgefiihrt und nur in einzelnen Fallen wurden Parallel- 
versuche mit ungereinigter Proteinase angestellt, deren Wirkung viel 
schwacher war und in der Mehrzahl der Falle nicht mehr als 50 bis 60% 
der Aktivitat des gereinigten Ferments betrug. 


Als Substrat verwendeten wir eine 1 %ige Lésung gereinigter Gelatine 
(in einigen Versuchen 2% ige Gelatinelésung). Zur Aktivierung dienten 
Cyankalium und Cystein, das wir nach der Methode von Baumann (5) aus 
Cystin herstellten. Die Abbauprodukte wurden nach W illstdtter-Waldschmidt- 
Leitz titriert. Daneben versuchten wir, den Grad der Hydrolyse nach dem 
zuriickgebliebenen Substrat nephelometrisch zu verfolgen, erhielten aber 
auf diese Weise keine deutlichen Resultate. 


Wir gehen nunmehr zur Erérterung unserer experimentellen 
Befunde iiber. 
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Tabelle I. EinfluB der Zeit auf die Geschwindigkeit der Hydrolyse 
von Gelatine durch Proteinase, die zuvor 2 Stunden bei ver- 
schiedener Temperatur aktiviert wurde. 
2'/,mg KCN, 1 cem gereinigte Fermentlésung, 1 cem Acetatpuffer, py 5, 
2,5 cem 2 %ige Gelatinelésung. Die Hydrolyse wurde bei 40° durchgefiihrt, 
die Reaktionsprodukte mit n/10 alkoholischem KOH titriert. 





|  eem 





| n/1l0 KOH l n/l0 alkoholisches KOH verbraucht 
: | b ch " 
T° der Aktivierung | 7 ——e nach Zu- nach, Zu- | nach | Zu- nach Zu- 
'l fanglichen ||2Std. nahme 5Std. nahme 9Std. nahme 14 Std.| nahme 

Titration || cem  cem cem =§cem = ecem | cem eem | com 
35° mit KCN 12,1 126 05 12,9 0,8 | 13,2) 1,1 13,4 1,3 
35° ohne KCN 11,8 11,9) 0 | 12,1) 0,6 | 12,3, 05 12,4 0,4 
40° mit KCN 12,2 128 06 132) 10 136 1,4 13,9 1,7 
40° ohne KCN 11,8 121; 0,3 | 12,5) 0,7 | 12,9! 1,1 13,2 1,4 
459 mit KCN | — 128; 0,6 | 182] 1,0 | 18,5) 1,3 13,7 1,5 
45° ohne KCN _ 120) 0,2 12,2) 04 | 124! 06 12,7 | 09 
50° mit KCN _— 12,7; 0,5 13,0); 0,8 | 13,2; 1,0 13,4 1,2 
50° ohne KCN — 120} 0,2 | 12,2) 0,4 | 12,5) 0,7 | 12,7 | 09 
55° mit KCN — 12.6; 04 1380; 08 | 1382! 1,1 13,4 1,2 
55° ohne KCN _— 12,0} 0,2 |122) 04 | 125) 0,7 | 127 | 09 
60° mit KCN _ 124 O02 126 04 128 06 12,9 0,7 
60° ohne KCN 11,9; 0,1 | 120) 02 | 12,1} 03 12,1 0,3 
65° mit KCN — 123 Of 124] 02 | 124, 02 124 | 02 
65° ohne KCN _ 11,8 | 01 | 11,9; 0,1 | 12,0; 0,2 12,0 0,2 
70° mit KON — 122) 0 122) 0 _ _ — _ 
70° ohne KCN _ 11,8 0 11,8 0 _ ~ —- a 


Die Werte der Tabelle I zeigen, dab das Optimum der Aktivierung 
ungefaihr bei 40° liegt (in der Mehrzahl unserer Versuche war das 
Optimum sogar etwas héher gelegen). Die vollstandige Inaktivierung 
des Ferments tritt bei 65° ein, iiber 45° erfolgt allmahlich zunehmende 
Inaktivierung. Das Maximum der Hydrolyse wird bereits zwischen 
2 und 5 Stunden erreicht, weiterhin nimmt die Menge der Hydrolysen- 
produkte zwar zu, aber in immer langsamerem Tempo, besonders in 
den letzten Stunden. 


Wir haben versucht, aus den Werten der Tabelle I die Geschwindig- 
keitskonstanten des Gelatineabbaues bei verschiedenen Temperaturen 
zu berechnen, unter Anwendung der Formel fiir monomolekulare 
Reaktionen!: 


1 Dies vermégen wir selbstverstandlich nur in grober Annaherung 
auszufiihren, da die Hydrolyse eines EiweiBkérpers ein reaktionskinetisch 
vollkommen uneinheitlicher Vorgang ist. 
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Fir a setzten wir die Stickstoffmenge ein, die bei vollstandiger 
Hydrolyse der im Versuch zum Abbau gelangenden Gelatine in Freiheit 
gesetzt wurde. Indem wir annehmen, dab Gelatine 16% Stickstoff 
enthalt, errechnen wir, daB @ in unseren Versuchen 5,8 ccm n/10 KOH 
entspricht. Setzen wir die Zeit in Stunden und X in ccm n/10 KOH 
ein, so ergeben sich folgende Werte von K. 


Tabelle La. 








Aktiviertes Ferment } Nicht aktiviertes Ferment 

| 2Std. | 5Std. | 9Std. | 14 Std. | —«-28td. «5 Std. | 9 Std. | 14 Std. 
X35 0,5 0,8 1,1 1,3 Xzs 0,1 0,3 | 0,5 | 0,6 
K35 196 129 100 80 Ks; 38 46 43 45 
X40 0,6 1,0 1,4 7 X40 0,2 O07} 22 1,4 
K 4 246 168 135 100 Ky 125 116 | 100 | 87 
Xu 0,6 1,0 1,3 ei 7 0,2 04; O06! 09 
Ky, , 246 168 125 97 Ky; 86 66 56 54 
X50 0,5 0,8 1,0 1,2 X50 0,2 0,4 0,7 0,9 
Kso 196 133 91 73 “mt 86 66 64 | 54 
X55 0,4 0,8 oe | 1,2 X55 0,2 0,4 0,7 0,9 
Ks; 165 133 100 73 55 86 66 64 54 
X60 0,2 0,4 0,6 0,7 Xe0 01 0,2) 03 0,3 
K6o 86 66 53 4) Koo 38 30 26 16 
Xos 0,1 0,2 0,2 0,2 X65 (0,0) 0,1 0,2 0,2 
Ks 5 38 30 = ge K¢65 (0) 1 5 1 7 = 


Die Werte von K in der Tabelle La sind mit 104 multipliziert. 

Aus den Werten der Tabelle Ia ergibt sich die bemerkenswerte 
Tatsache, daB die Geschwindigkeitskonstanten fiir die mit aktiviertem 
Ferment einerseits und fiir die mit nichtaktiviertem Ferment anderer- 
seits ablaufende Reaktion einen verschiedenen Gang aufweisen. Wahrend 
sich im zweiten Falle die .,Konstanten“ tatsichlich der Konstanz 
nihern, indem sie um einen gewissen Mittelwert schwanken, ist im 
ersten Falle eine ununterbrochene und sehr betrachtliche Abnahme zu 
beobachten. Interessant ist ferner, daB der Zusatz von KCN den Wert 
des Arrheniusschen Koeffizienten bedeutend erniedrigt; berechnet man 
diesen Koeffizienten fiir das Intervall 35 bis 40° nach der Formel?: 


E = R(n K,—In K,) 7 4 a : 
1” #23 


so ergibt sich fiir die Aktivierung der Proteinase mit KCN: £ = 7000, 
fiir die Aktivierung durch Temperaturerhéhung allein E = 26700. 

Mit anderen Worten: die Zugabe von KCN verringert die zur 
Aktivierung der Proteinase erforderliche Warmeenergie um das Fiinf- 
fache. 


' R= 1,985 cal, k, und ky = anfangliche Reaktionsgeschwindigkeiten 
bei den absoluten Temperaturen 7, und 7’. 
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Die Warmeinaktivierung des Ferments erfolgt bei Gegenwart von 
KCN im Intervall bis 55° intensiver als ohne KCN, weiter wirkt letzteres 
sozusagen als Schutzstoff fiir das Ferment, dessen Zerstérung es in 
gewissem Mae hemmt. Dies ist aus den nachstehend tabellarisch 
wiedergegebenen Verhaltnissen dieser Konstanten zu ersehen. 





Mit KCN Ohne KCN Mit KON Ohne KCN 
Ky, | , Ks . 
: 1,26 1.00 = 1,92 2,26 
Keo Keo 
Kg Keo 
= 1,20 1,00 2.26 
Kes Kes 





Man kann demnach vermuten, daB das Ferment bei der Akti- 
vierung mit KCN in Verbindung tritt, wobei eine Substanz gebildet 
wird, die sich gegeniiber der Temperatur anders verhalt als das freie 
Ferment. Ein ahnliches Bild ergibt sich fiir mit Cystein vorakti- 
viertes Ferment. 

Der Wert von E betragt fiir 35 bis 40° bei vorangehender Akti- 
vierung mit Cystein 26700, fiir 40 bis 45° EF = 8900; ohne den Akti- 
vator (Cystein) liegen die Werte fiir 35 bis 40° EH = 26700, fiir 40 
bis 45° EZ = 16100. 

Aus den Werten dieser Tabellen ist zu ersehen, daB das mit Cystein 
voraktivierte Ferment im Vergleich zu dem nicht voraktivierten viel 
wirksamer erscheint, was in gutem Einklang steht mit den Befunden 
von Willstdtter (l.c. 2) bei seinen Untersuchungen tiber Papain. Be- 
merkenswert ist auch eine gewisse (wenn auch unbedeutende) Zunahme 


Tabelle II. Einflu8 vorangehender Aktivierung auf die Aktivitat 
der Hefeproteinase. 
A. 2',,mg KCN, leem gereinigte Fermentlésung, 1 cem Acetatpuffer- 
lésung, pu 5,0; 2,5cem 1 %ige Gelatinelésung. Dauer der Hydrolyse nach 
vorangehender Aktivierung 3 Stunden 30 Minuten. Titration mit n/10 
alkoholischer KOH. Zunahme der Titrationswerte in ccm. 








T° bei der Daaer der vorangehenden Aktivierung —. Mees 

° be pinoiecaies ———  angehende 

enemies 5Min. | 15Min. | 30Min.  60Min. | 90Min.  Aktivierung 

i | 

359 mit KCN . 0,1 0,1 0,3 0,3 0,3 0,2 
35° ohne KCN . 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 
45° mit KCN... 0,2 0,3 0,2 0,4 0,2 0.3 
45° ohne KON . 0,0 0,0 0,2 0,2 0),2 0,2 
55° mit KON . 0,1 0,2 0,4 02 02 0,8 
55° ohne KCN . 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0.2 
65° mit KCN . 0,1 0,1 0,3 0,1 0,0 0,1 
65° ohne KON . 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1 
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8. EinfluB der vorangehenden Aktivierung mit Cystein auf die Aktivitat 


der Hefeproteinase. 


Dauer der Voraktivierung 2 Stunden. 





359 
35° 
40° 
40° 
45° 
45° 
50° 
50° 


55° 
55° 
60° 
60° 
65° 


65° 


der 


mit 
ohne 


mit 
ohne 
mit 
ohne 
mit 
ohne 
mit 
ohne 
mit 
ohne 


mit 
ohne 


Aktivitaét des 


Cystein . 


” 


7° bei der Aktivierung 


Zunahme in 
ecm nj/10 KOH 


0,2 
0,1 
0,4 
0,2 
0,5 
0,3 
0,4 
0,3 
0,3 
0,2 
0,1 
0,1 
0 

0 


Ferments 


Ohne vorangehende Aktivierung 


mit 
ohne 
mit 
ohne 
mit 
ohne 


| mit 


ohne 
mit 
ohne 
mit 
ohne 
mit 
ohne 
mit 
ohne 


Cystein 


n 


” 


a 


” 


So 
on 


~ 


S22 P22 22 22> 
om KD KO WH — oO 


oo 20° SoS 525 oD 


vorangehendem Erwarmen. Die 
maximale Aktivitét wird bereits nach 60 Minuten langer Vorakti- 
vierung erreicht. Die Inaktivierung setzt, wie in den vorangehenden 
Versuchen, bei 45° ein, und bei 65° wird das Ferment vollstandig 
inaktiviert. 


Tabelle Ill. Einflu8 der Temperatur auf die Aktivierung und 
Inaktivierung der Hefeproteinase in Abhangigkeit von der 


Aktivatormenge. 


lcem gereinigte Fermentlésung, 1 cem Acetatpuffer, py 5, 2,5cem 1 %ige 


Gelatinelésung — wechselnde Mengen Aktivator (Cystein). 


Hydrolyse 


3 Stunden 30 Minuten. Titration mit n/10 alkoholischer KOH. 





T 


0 


35° 
40 
45 
50 


21/. mg 


0,2 
0,3 
0,3 
0,2 


Cystein 





5 mg 71/, mg 
0,2 0 
0,2 0 
0,4 0,1 
0,4 0 





T° 





Cystein 
21/. mg 5 mg | 71 » mg 
0,3 0,5 0 
0,2 a | .4 
0,1 0 | 0 


Im UberschuB8 zugesetzter Aktivator inaktiviert die Proteinase, 
wie aus den Werten der Tabelle III zu ersehen ist. Parallelversuche 
ohne Aktivator ergaben die zu erwartende Aktivitat der Proteinase. 




















Aktivierung und Inaktivierung der Hefeproteinase usw. 295 
Tabelle IV. Einflu8B der Temperatur auf die Aktivierung und 
Inaktivierung der Hefeproteinase in Abhangigkeit vom pq. 
2!/, mg Aktivator, 1 cem gereinigtes Ferment, 1 ccm Acetatpuffer, 2,5 ccra 
1%ige Gelatinelésung. Hydrolyse 3 Stunden 30 Minuten. Titration mit 
n/10 alkoholischer KOH. 





PH 4 PH 5 PH 5,6 PH 6,2 pua Pu 5 Pu 5,6 PH 6,2 





T° mit | ohne ‘mit ohne mit | johne mit “ohne ‘mit ohne mit | ohne mit ohne ‘mit ‘ohne 











KCN Cystein 
35° 0,0 0,0 0,2 0,1 02 0,1 0,0) 0,0 0,0) 0,0 02) 0,0 01 0,0 0,0 0,0 
40 0,0) 0,1 0,4) 0,2 03° 0,1 0,2) 0,200 01 03 01 0,22 01 92 O1 
45 O01) 0,2 0,7) 0,4 0,7 03 01 01/01 > 02 03/0103 01 02) O1 
50 | 0,2) 0.2 05/03 04 0,3 0,2 0,2'01 0,2 02 0,2 02 0,2 0,3 0,2 
55 0,1) 0,1 0,8) 0.2 04 03 01501 01'01 0,4; 01 02 O01) O11 
60 0,1. 0,0 03/01 02 O14 01:01 01 > 0,0 02)01 04 01 O14) O01 
65 0,0) 0,0 0,0! 01 0,0 0,0 01 01 0,0) 0,0 00'0.0 01 00 O14. 0,0 


Es ist von Interesse, daB die Wirkung des Cysteins bei der mittleren 
Dosis (5 mg) ihr Maximum erreicht. Die Ursache dieses Verhaltens ist 
noch unklar?. 

Die in der Tabelle IV mitgeteilten Befunde zeigen, daB die Akti- 
vierung bei dem fiir die Wirkung der Hefeproteinase optimalen py 5 
am besten vor sich geht. Bei niedrigerem px sinkt die Aktivitat des 
Ferments sehr rasch ab, oberhalb py 5 nimmt die Fermentaktivitat 
ebenfalls ab, aber langsamer. Ein ahnliches Verhalten hat Wéillstdtter 
(l.c. 2) beim Papain festgestellt. 


Zusammenfassung. 

1. Die Temperatur beeinfluBt die Aktivierung der Hefeproteinase. 
Bei nahezu allen von uns untersuchten Bedingungen liegt das Akti- 
vierungsoptimum im Intervall 40 bis 45°, entsprechend dem Tem- 
peraturoptimum fiir die Wirkung der Proteinase. Die Inaktivierung 
des Ferments geht ziemlich langsam vor sich und wird erst bei 65° 
vollstandig. 

2. Die Hefeproteinase wird nach Voraktivierung viel wirksamer. 
Man ist berechtigt, hieraus zu schlieBen, daB die Aktivierung auf einer 
Wechselwirkung zwischen Ferment und Aktivator beruht, wobei ein 
neuer Kérper entsteht, dessen energetisches Potential von demjenigen 
des urspriinglichen Ferments abweicht. 

3. Bei einem Uberschu8 des Aktivators (Cystein) ist das Ferment 
unwirksam, so daf die Aktivierung als solche sehr kleine Aktivator- 
mengen bendtigt. 


E. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141—186, 1934, 
beobachtete auch fiir Hefeproteinase in besonderen Fallen eine hemmende 
Wirkung des Cysteins. 
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4. Die Temperaturinaktivierung des Ferments ist ein Zerstérungs- 
prozeB. Beim Erhitzen werden die komplizierteren Molekiile des akti- 
vierten Ferments leichter zerstért als die nichtaktivierten. 
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151, 286, 307, 1926; R. Willstdtter u. W.Grassmann, ebenda 158, 250, 286, 
1926. — 3) W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, ebenda 179, 41, 1928; W. Grass- 
mann, H. Dyckerhoff u. O. v. Schoenebeck, ebenda 186, 183, 1930; W. Grass- 
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289, 1930; Naturwiss. 18, 736, 1930; 19, 133, 1931. — 5) Baumann, Zeitschr. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber die Methoden 
der Milchsiurebestimmung von Mendel-Goldscheider und 
Friedemann- Kendall. 
Von 
Gi. Ingvarsson. 
(Aus der Abteilung des Kénigl. Pensionsamtes fiir Nervenkranke am 
Malméer Allgemeinen Krankenhaus. ) 
(Eingegangen am 17, November 1934.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der Milchséuregehalt des Blutes wird nach einer Adrenalininjektion 
so gut wie konstant erhéht, was bereits von mehreren Seiten nach- 
gewiesen worden ist [von Collazo und Mitarbeitern (1), Tolstoi und 
Mitarbeitern (2), Cori und Mitarbeitern (3), Osolin (4), Leys (5), Friesz 
und Mohos (6) u. a.]. Bei Versuchen zur Klarlegung der Art und Weise, 
in welcher gewisse Neurotiker auf Adrenalin reagieren, schien es daher 
naheliegend, zu untersuchen, ob sich diese Milchsiurevermehrung als 
Indikator fiir die Adrenalinempfindlichkeit eignet. Wegen der Un- 
sicherheit, die allen angegebenen Methoden zur Bestimmung von 
Milchsaure anhaftet, habe ich es fiir nétig erachtet, Parallelbestimmungen 
mit zwei verschiedenen Methoden auszufiihren. 

Uber die Resultate dieser Untersuchungen, soweit sie den Haupt- 
zweck selbst, d. h. die Beurteilung der Verwendbarkeit der Milchsaure- 
vermehrung als Indikator fiir die Adrenalinempfindlichkeit, betreffen, 
wird spater berichtet werden. In diesem Zusammenhang wird iiber 
diese Untersuchungen nur insoweit berichtet werden, als sie geeignet 
sind, eine Erscheinung von allgemeinerer Bedeutung zu _ beleuchten. 
Es handelt sich darum, daB wenigstens einige der prinzipiell verschiedenen 
Methoden zur Milchsiurebestimmung bei Bestimmungen im Blute in 
ganz anderer Weise voneinander abweichen als bei Bestimmungen in 
wisserigen Lésungen. Es sei hierzu zunachst auf die bemerkenswerte, 
von Friesz und Mohos konstatierte Erscheinung hingewiesen, daB die 
kolorimetrische Methode von Dische-Laszlo eine viel geringere Zunahme 
der Milchsiurewerte nach Adrenalininjektion zeigt als die Fiirth- 
Charnasssche Methode. Die erste Methode gab in einem Teil der Faille 
sogar dann keine Zunahme, wenn mit der letzteren eine betrachtliche 
Hyperlactazidamie gefunden wurde. Andererseits lagen die Ausgangs- 
werte der kolorimetrischen Methode héher als die der titrimetrischen. 

Die gréBten Differenzen scheinen indessen bei Bestimmungen 
des Milchsiuregehalts des Blutes nach Zufuhr von Zucker oder Kohlen- 
hydraten vorhanden zu sein. 

20 * 
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Dies trifft schon bei ,,Stoffwechselgesundheit‘‘ zu. So haben Katayama 
und Killian (7) eine ganz deutliche Zunahme der Blutmilchséure bei Menschen 
nach Zufuhr von 1,75 g Glucose (in 50 %iger Lésung) pro kg Kérpergewicht 
gefunden. Collazo und Lewicki(8) fanden ebenfalls bei Menschen nach 
Zufuhr von 100g Rohrzucker eine Steigerung des Milchsiuregehalts des 
Blutes auf das Doppelte. Cort und Cori (9) fanden bei Versuchen an Tieren 
eine Zunahme der Blutmilchséure bei kontinuierlicher intravenéser Injektion 
von Glucose. Zunahme der Blutmilchsiure bei Menschen fand auch 
Jervell (10) nach Genu8 von 200 g Brot und 200 g Milch. Zu einem anderen 
Resultat als die hier genannten Autoren sind indessen Mendel, Engel und 
Goldscheider (11) gekommen, indem sie keine Zunahme der Blutmilchséiure 
nach Zufuhr von 75g Glucose gefunden haben. Die Versuche wurden an 
Menschen vorgenommen. Mendel und Jahn (12) haben nach Zufuhr von 
Glucose sogar eine Abnahme der Blutmilchsaure gefunden. Alein und 
Zirm (13), die im Gegensatz zu den vorigen arterielles Blut untersuchten, 
fanden bei Menschen nach Zufuhr von 100g Glucose eine regelmaBige 
Zunahme der Blutmilchsaure. 

Einige Autoren haben gefunden, daB® sich die Anderung des Blutmilch- 
sauregehalts je nach der Art des zugefiihrten Kohlenhydrats verschieden 
gestaltet. So hat Orskov (14) gefunden, daB die Zunahme der Blutmilch- 
siure gréBer ist, wenn die Nahrung Fructose statt Glucose enthalt. Wierzu- 
chowski und Laniewski (15) fanden bei Hunden eine gréBere Zunahme der 
Blutmilchsaéiure nach intravenéser Zufuhr von Fructose als nach der von 
Galaktose oder Glucose. In derselben Richtung liegen die Resultate von 
Sterkin und Wengerowa (16). Sie fanden bei Hunden eine unsichere Zunahme 
der Blutmilchséiure nach peroraler Zufuhr von Glucose, eine sichere aber 
nach Zufuhr von Fructose, Rohrzucker und Invertzucker. 

Wenn also auch einige der divergierenden Resultate durch die Art 
des zugefiihrten Zuckers zu erklaren sind, so ist dies doch nicht bei den 
Versuchen der Fall, in denen reine Glucose verabreicht wurde. Da auch 
bei diesen Untersuchungen verschiedene Methoden verwendet wurden, 
entsteht die Frage, ob nicht auch hier die verschiedene Methodik eine 
gewisse Rolle gespielt hat. Ich hielt es daher fiir wichtig, einige Unter- 
suchungen iiber den Milchséuregehalt des Blutes nach peroraler Zufuhr 
von Glucose vorzunehmen, wozu ich teils die Fiirth-Charnasssche und 
von Friedemann-Kendall modifizierte titrimetrische Methode und _teils 
die kolorimetrische Methode von Mendel-Goldscheider (17) gebrauchte. 

Da der Milchséureverlust bei den verschiedenen Eiweif-Kohlenhydrat- 
fallungsmethoden héchst verschieden ist [Hansen und Riesser (18)], ist 
bei beiden Methoden stets das gleiche Verfahren verwendet worden, und 
zwar EjiweiBfallung mit Metaphosphorsiure und Kohlenhydratfallung nach 
van Slyke, wie es in der Mendel-Goldscheiderschen Methode beschrieben ist. 
Bei den Bestimmungen nach der letztgenannten Methode ist jedoch die 
Ablesung erst nach | Stunde anstatt nach 20 Minuten erfolgt, weil dieser 
Zeitpunkt bei Serienuntersuchungen praktischer erschien, und da sich auch 
die Farbe nach diesem Zeitabschnitt weniger schne)l andert als nach 20 Mi- 
nuten. Bei den Bestimmungen nach Friedemann-Kendall sind 2cem Blut 
verwendet worden, Eiwei8 und Kohlenhydrate sind in der oben angegebenen 
Weise bei zehnfacher Verdiinnung gefallt worden. In 5ccm der klaren 
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Fliissigkeit wurde dann die Milchséure oxydiert und bestimmt. Von dem 
erhaltenen Werte ist der bei einer ebenfalls mit Metaphosphorsaéure, Kupfer- 
sulfat und Kalk behandelten Blindprobe erhaltene Wert abgezogen worden. 
Bei den Bestimmungen im Blute sind immer Doppelproben nach beiden 
Methoden verarbeitet worden, und die angefiihrten Zahlen geben deren 
Mittelwerte in mg pro cem an. 

Es soll hier auch die von mehreren Seiten hervorgehobene Bedeutung 
einer taglichen Eichung des Keiles bei der Wendel-Goldscheider schen Methode 
nochmals hervorgehoben werden, da die Starke der mit Schwefelséure und 
Veratrol erhaltenen Farbe von Tag zu Tag wechseln und auBerdem auf die 
Dauer eine allmahliche Abschwachung eintreten kann, trotzdem jede 
Verunreinigung der Schwefelsiure sorgfaltig vermieden wird. Ein anderer 
Faktor, der sowohl bei der Mendel-Goldscheiderschen als bei der Friedemann- 
Kendailschen Methode in hohem Grade die Werte beeinfluBt, ist die Be- 
schaffenheit des Kalkes. Die dadurch bedingten Fehler kommen auch bei 
der Verwendung guter Kalkpraiparate, bei Bestimmungen in Milchsiure- 
lésungen bekannter Starke zum Vorschein. Man findet dann mehr Milch- 
siure als tatsaichlich vorhanden ist. Auch weichen die Werte der Doppel- 
bestimmungen wesentlich voneinander ab. Bei /riedemann-Kendall wird 
dieser Fehler schon in den Blindproben beobachtet, die dann mehr Jod als 
gew6hnlich verbrauchen. Zugleich wechselt die Jodmenge von Probe zu 
Probe betrichtlich. Zur Vermeidung derartiger und anderer Fehlerquellen 
sind daher bei der Untersuchung der Milchsaurezunahme nach Adrenalin- 
injektion die Methoden taglich mit einer Milchséurelésung bekannter 
Starke kontrolliert worden. 


I. Bestimmungen in wisserigen Milechsiurelésungen bekannter Stirke. 
Zuerst sind Bestimmungen direkt in Milchséurelésung ohne Zusatz 
von Fallungsmitteln, d. h. Metaphosphorsaéure, Kupfersulfat und Kalk, 


ausgefiihrt worden. Da bei Mendel-Gold- 
Tabelle I. 

30 mg-%ige Milehsaure 

he ss bre ohne Metaphosphor.- 

Friedemann-Kendall ausgefiihrt worden. ci ure. Kupfersulfat und 

Die Befunde gehen aus Tabelle I hervor. Kalk. Friedemann- 

Kendall-Methode. 


scheider der Keil in dieser Weise geeicht 
wird, sind die Bestimmungen nur nach 


Wenn also die Bestimmungen direkt 
mit 30 mg-°,iger Milchséiurelésung, ohne : Milchstiure gefunden 





Vorbehandlung mit Metaphosphorsaure, mg-°' 
Kupfersulfat und Kalk nach Friedemann- 1 30.60 
Kendall ausgefiihrt werden, finden sich 2 29,70 
im Durehschnitt 29,96 mg-%, was gut : bet 
mit den Resultaten von Friedemann und 5 30 15 
Kendall selbst tibereinstimmt. 6 at 

‘ OU,L0 


In Tabelle II sind die Werte an- 
gegeben, die bei Bestimmungen in Milch- 
siurelésungen bekannter Konzentration erhalten worden sind, wenn 
die Milchsaiurelésung in tiblicher Weise mit Metaphosphorsaure, Kupfer- 
sulfat und Kalk versetzt worden ist. Hier korrespondieren die beiden 


M 29,96 
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Tabelle II. Bestimmungen in Milchsaurel6sungen bekannter 


Starke, mit Metaphosphorsadure, Kupfersulfat und Kalk versetzt. 








roe Gefundene Milchsaure in mg-°/9 
Lésung 
mg-°/o Friedemann- Kendall Mendel-Goldscheider 
30 26,10 28,30 
30 26,10 28.70 
30 27,00 27,60 
30 26,55 27,60 
30 27,45 27,95 
30 26,10 27,95 
30 26,55 27,95 
30 27,00 27,95 
30 26,10 
30 26,55 
M= _ 26,55 + 0,16 M= 280 +0,17 
e=— + 05 e= + 0,5 
15 13,05 14,3 
15 13,05 14,3 
15 14,40 14,3 
15 13,95 15,1 
15 13,50 14,3 
15 13,50 13,5 
15 13,95 13,5 
15 13,05 14,3 
15 13,05 
15 13,50 
M= = 18,50 + 0,16 M= 1420+ 0,18 
e— +05 e= +05 
7,5 6,30 7,2 
7,5 6,30 7,2 
7,5 6,75 7,2 
7,5 7,20 7,6 
7,5 6,75 7,6 
7,5 7,6 
7,5 7,6 
M 6,67 + 0,17 M = 7,381 + 0,14 
e = obs 0,4 e am: 0,4 








Methoden ziemlich gut miteinander, aber die nach Friedemann- Kendall 
erhaltenen Werte liegen, wie aus der Tabelle II ersichtlich ist, durchweg 
niedriger. Aus der Tabelle II ist noch zu ersehen, daB bei Zusatz von 
Metaphosphorsiure, Kupfersulfat und Kalk zu einer wasserigen Milch- 
siurelésung beide Methoden einen Verlust aufweisen, der bei Friedemann- 
Kendall gréBer als bei Mendel-Goldscheider ist. 


Es ist bekannt und geht auch aus Tabelle II hervor, daB die Werte 
zu niedrig liegen, die bei Bestimmung der Milchséure in wasseriger 
Lésung nach dem iiblichen Zusatz von Metaphosphorsaure, Kupfer- 


x 


sulfat und Kalk erhalten werden. Es erschien mir zweckmaBig, um 
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unter allen Umstanden vergleichbare Zahlen zu erhalten und um den 
erwahnten Verlust zu eliminieren, bei der Mendel-Goldscheiderschen 
Methode die Eichung des Keiles in der Weise auszufiihren, daB die 
Schwefelséure-Veratrolbehandlung mit je einer 30- und 7,5 mg-°igen 
Milchsaéurelésung ausgefiihrt wurde, die mit Metaphosphorséure und 
Kupfersulfatkalk behandelt worden war. Hierzu analog ist bei der 
Friedemann-Kendallschen Methode, da hier in einer 30 mg-°(igen 
Milchséurelésung nach Metaphosphorsiure- und Kupfersulfatkalk- 
behandlung 26,55 mg-° gefunden werden, die verbrauchte Jodmenge 
0,225 . 30 


9 
aw 


worden. Die im folgenden angegebenen Milchsiurewerte sind daher in 
dieser Weise berechnet worden. 


(1 com 0,005 n Jod = 0,225 mg Milchsaure) mit multipliziert 


Zwecks Bestimmung der mittleren Fehler beider Methoden wurden 
die Versuche ausgefiihrt, deren Ergebnisse aus den Tabellen II] und IV 
zu ersehen sind. Tabelle III gibt die Zahlen an, die bei zehn Be- 
stimmungen in ein und demselben Blute nach Mendel-Goldscheider er- 
halten worden sind. Der mittlere Fehler ist ‘ 0,5 mg-%. In Ta- 
belle IV sind die entsprechenden Zahlen nach Friedemann-Kendall 
angegeben. Der mittlere Fehler ist auch hier = — 0,5 mg-%. Aus der 
Tabelle II geht hervor, daB der mittlere Fehler bei einem Milchsaure- 
gehalt bis zu 30 mg-°% derselbe ist, d.h. = + 0,5. Bei Doppelbestim- 
mungen im Blute diirfte demnach der mittlere Fehler fiir die in dieser 
Untersuchung vorkommenden Zahlen = + 0,3 mg-°, sein. 








Tabelle LI. Bestimmungen in Tabelle IV. Bestimmungen in 
demselben Blute. demselben Blute. 
Mendel-Goldscheider. Friedemann-Kendall. 

Milchsdure | Milchsaéure 

Nr. ° Nr. 7.0 
mg-9/, mg-°/o 

1 31,4 1 20,35 
2 31,4 2 20,35 
3 80,3 3 20,85 
4 31,4 4 20,35 
5 30,3 5 21,35 
6 31,3 6 20,35 
7 30.8 7 19,35 
8 30.5 8 29,35 
9 30,7 9 20,35 
10 30.5 10 20,35 

M= 30,84 0,15 M 29,40 + 0,16 
e=— + 0,47 e = + 0,5 


Im vorigen sind die Ergebnisse beider Methoden bei Bestimmungen 
in wasserigen Milchsiurelésungen verglichen worden. Um den EinfluB 
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der Anwesenheit von Blut zu studieren, wurde 1 cem 30 mg-%ige 
Milchsdurelésung mit 1 ccm Blut versetzt, worauf die Bestimmungen 
nach beiden Methoden gleichzeitig in der Milchsdurelésung, dem Blute 
und dem Blute + Milchséurelésung ausgefiihrt wurden. ‘Tabelle V 
stellt eine solche Untersuchungsreihe dar. 


Tabelle V. Vergleich der beiden Methoden hinsichtlich der wieder - 
gefundenen Menge der | cem Blut zugesetzten 0,30 mg Milchsaure. 





Mendel-Goldscheider Friedemann-Kendall 

ver- | | wo. |Milchssure| (| | wo. |Milchstore| 
suchs- || Blut- pom ‘der |Wieder-| Blut- — oom 

person milch- der Mischung ge- milch- j py Mischung ge- 
siiure Mischung Fy, al funden stiure Mischung wiimemoes | funden 

Nr. mg mg mg 0/6 mg mg mg oe 0 
1 0,107 0,364 0,257 86 0,1424 04460 0,3036 | 101,2 
2 0,051 0,300 0,249 83 0.0750 0,38763  0,8013 | 100,4 
3 0,086 0,342 0,256 85 0.0894  0,8940 | 0,3046 § 101.5 
4 0,091 0,373 0,282 94 0.1145 0,3965 0,2820 94,0 
5 0,099 0,366 0,267 89 0.1210 04262 0,3052 101.7 
6 0,071 0,337 0,266 89 0,0689  0,3460 0,2771 92.4 
7 0,063 0.340 | 0,277 92 0,0559  -0,3660 0.3101 | 103,4 
8 0,080 0,329 | 0.249 88 | -0,0712  0,3560 | 0.2848 94,9 


- 
~ 


87 [ 98,3 


Die linke Halfte der Tabelle V gibt die nach Mendel-Goldscheider und 
die rechte die nach Friedemann-Kendall erhaltenen Werte an. In der ersten 
Kolumne jeder Halfte ist die mit der betreffenden Methode in 1 cem Blut 
gefundene Milchsaéiure angegeben. Die zweite Kolumne jeder Halfte der 
Tabelle V zeigt die Milchsiuremenge an, die in | ecem Blut + | ecem 30 mg- 
°iger Milchséurelésung gefunden wurde. Die Zahlen der dritten Kolumne 
jeder Halfte, welche durch Subtraktion der entsprechenden Zahlen der 
ersten Kolumne von denjenigen der zweiten Kolumne erhalten worden sind, 
geben also an, ein wie groBer Anteil der zugesetzten 0,30 mg Milchsaéure in 
der Mischung gefunden worden ist. Die Zahlen der vierten Kolumne zeigen 
diese Milchsiuremenge in Prozenten der zugesetzten Menge Milchsaure. 
Die in derselben waagerechten Linie stehenden, sich auf dieselbe Versuchs- 
person beziehenden Werte sind in ein und demselben Blute bzw. in ein und 
derselben Mischung gefunden worden. Um Hamolyse bei der Mischung zu 
vermeiden, wurden Blut und Milchséure auf einmal der Metaphosphor- 
siurelésung zugesetzt. 


Wie aus der Tabelle V ersichtlich ist, wurden nach Friedemann- 
Kendall durchschnittlich 98°% und nach Mendel-Goldscheider durch- 
schnittlich 87 °% der zugesetzten Milchsaiure gefunden. Auch bei derselben 
Versuchsperson korrespondieren die beiden Methoden nicht. Die 
gefundene Milchsiuremenge kann in demselben Falle nach der einen 
Methode verhaltnismaBig groB und nach der anderen verhaltnismaBig 
gering sein. So entspricht z. B. bei Versuchsperson 2 ein niedriger 
Mendel-Goldscheider-Wert einem hohen Friedemann-Kendall-Wert, 


wahrend dieses Verhaltnis bei Versuchsperson 6 umgekehrt ist. 
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II. Bestimmungen bei Hyperlactazidimie nach Adrenalininjektion. 


Um die bei subcutaner Injektion wohlbekannte wechselnde Resorptions- 
geschwindigkeit des Adrenalins auszuschalten, was mit Riicksicht auf den 
Hauptzweck der Untersuchungen wiinschenswert war, ist das Adrenalin 
kontinuierlich wahrend 30 Minuten intravenés zugefiihrt worden. Die 
Dosis betrug dabei 0,5 mg in 30 Minuten bei einer Versuchsperson im 
Gewicht von 70 kg. Die Versuchsperson ist bei der Untersuchung immer 
niichtern gewesen und hat wihrend der Probe gelegen. Die Adrenalin- 
injektion begann erst nach */, Stunden Ruhe. Das zu den Milchsaure- 
bestimmungen benétigte Blut wurde ohne Stauung einer Vene entnommen, 
und zwar teils vor und teils 30, 40 und 60 Minuten nach dem Beginn der 
Injektion. 

Einige Versuche sind unter denselben Bedingungen, jedoch ohne 
Zufiihrung von Adrenalin ausgefiihrt worden. Die dabei ermittelten 
Milchsaurewerte finden sich in der Tabelle VI. Wie daraus hervorgeht, 
andert sich der Milchsiuregehalt des Blutes ohne Injektion von Adre- 
nalin nicht. Wird aber Adrenalin zugefiihrt, werden die aus der Ta- 
belle VII ersichtlichen Milchsiurewerte ermittelt. 


Tabelle VI. 








Versuchs- Milchsiure nach 

person Methode ©. —————— 
Nr. 30 Min. Ruhe 50Min. Ruhe | 75 Min. Ruhe | 90 Min. Ruhe 

1 M.-G. 5,9 5,7 5,7 5,7 

F.-K 9.5 9,0 10,9 10,9 

2 M.-G. 5,0 5,0 — 5,0 

‘-K 6,5 7,0 — 6,8 

3 M.-G. 6.6 6,6 6.6 

F.-K. 6,7 6,7 6,2 - 


Die Ausgangswerte der Tabelle VII liegen in sieben Fallen nach 
beiden Methoden ungefahr gleich hoch; in den iibrigen 10 Fallen liegen 
manchmal die Werte nach Mendel-Goldscheider, manchmal die nach 
Friedemann- Kendall héher. Beide Methoden ergaben in allen Fallen 
eine Zunahme der Blutmilchséure. In einzelnen Fallen ergaben beide 
nach Verlauf gleich langer Zeit, gewohnlich 30 Minuten nach Beginn 
der Injektion, den héchsten Wert. Die einzige Ausnahme bildet der Fall 
Nr. 7, wo der héchste Wert nach Mendel-Goldscheider bei 40 und nach 
Friedemann-Kendall bei 30 Minuten liegt. Die héchsten Werte liegen in 
den einzelnen Fallen nach beiden Methoden einander in der Regel 
ziemlich nahe, aber in einigen Fallen (Nr. 2, 3, 8, 15, 16) ergibt sich ein 
betrachtlicher Unterschied zwischen den Werten der beiden Methoden, 
wobei die mit der Friedemann-Kendallschen ermittelten immer am 
héchsten liegen. Dies kann wenigstens zum Teil durch die in der 
Tabelle V gefundenen Zahlen erklart werden, welche zeigen, dal die 
nach Friedemann- Kendall gefundene prozentuale Menge der dem Blute 
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fa 3 
Nr 
1 | F-K. 
M.-G. 
2 | F-K. 
M.-G. 
8 | F-K. 
M.-G. 
4 | F-K. 
M-G. 
5 F-K. 
M.-G. 
6 F.-K.}) 
M.-G. 
7 | F-K. 
M.-G.| 
8 | F-K. 
M.-G. 
9 | F-K.|| 
M.-G. 


zugesetzten Milchsaiure 


gefundene. 


Lactazidamie in mg-®/, 


vorher 
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31,3 
25,5 
21,0 
18,5 


40 


Min. 


9,6 

96 
18,1 
17,4 
17,5 
17,5 
18,9 
21,8 
28,4 
23.9 
17.2 
14,5 


grOéBer ist als die nach Mendel-Goldscheider 





Tabelle VII. 
nach s % = 
60 + | 
Min. | yy 
23,5 10 | F.-K. 
22.0 M.-G. 
18,7 11 | W.-K. 
13,5 M.-G. 
28,4 12 F-K. 
22.0 M.-G. 
9,1 13 | F.-K. 
7,8 M.-G. 
16,6 14 | F.-K. 
14,7 M.-G. 
16,1 15 | F.-K. 
15,5 M.-G. 
16,1 16 | F.-K. 
15,2 M.-G. 
18,9 17s F-K. 
14,4 M.-G. 
14,9 \| 
12,7 


Nach Adrenalinzutahr 
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18,1 | 16,4 
22,4 | 16,6 
17,8 | 16,5 
20,2 | 15,3 
15,1 | 11,2 
18,1 | 11,7 
15,4 | 11,8 
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Abb. 1. 
Graphische Darstellung einiger der in Tabelle VII angegebenen Versuchsresultate. 
Friedemann- Kendall : Mendel-Goldscheider----- 





III. Bestimmungen im Blute nach Glucosezufuhr. 


Die Untersuchungen sind im venésen, ,,stoffwechselgesunden“ Blute, 


das ohne Stauung entnommen wurde, vorgenommen worden. 


Wahrend 


einer Woche vor der Probe genossen die Versuchspersonen kohlen- 
hydratreiche Nahrung, und die Probe ist nur an denjenigen von ihnen, 
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Tabelle VIII. 


Die nach den Methoden von 
und Friedemann-Kendall konstatierte Veranderung des Milch- 
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Mendel-Goldscheider 





Versuchs- 
person 
Nr. 


1 


~I 





10 


11 


12 


16 





17 


Methode 


F.-K. 
M.-G. 
F-K. 
M.-G. 
F.-K. 
M.-G. 
B.-K. 
M.-G. 
F.-K. 
M-G. 
F.-K. 
M.-G. 
F-K. 
M-G. 
F.-K. 
M.-G. 
BK. 
M.-G. 
B.-K. 
M-G. 
F.-K. 
M.-G. 
BK. 
M.-G. 
F.-K. 
M.-G. 
F.-K. 
M.-G. 
BK. 
M.-G. 
F.-K. 
M.-G. 
B.-K. 
M-G. 


Versuch ist die 
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8,7 98 
7,9 8,4 
11,5 7.6 
13,4 12,0 
15,4 14,7 
10,3 10,3 
12,4 10,4 
9,4 96 
10.1 8,0 
7,5 6.6 
9,4 
10,8 7,0 
14.7 7.4 
15,2 8,0 
14,1 13,5 
14,2 14,0 
11,1 10,9 
10,4 8,7 
15,4 15,7 
8,2 8.5 
10,5 
8,7 
10,2 8,7 
9.6 7,0 
9,7 7,1 
8.9 7,1 
8,0 8.8 
9,2 8,8 
12.3 11,5 
11,2 9.0 
11,8 10,1 
13.5 11,0 
22.4 12,7 
188 11,9 


die dabei an Gewicht zunahmen, vorgenommen worden. 


Person niichtern gewesen und hat gelegen. 
Probe ist nach !/, Stunde Ruhe entnommen worden, wonach die Ver- 
suchsperson ebenso viele Gramme Glucose in 10 %iger Lésung, als das 
Kine Probe der 


K6rpergewicht Kilogramme betragt, genossen hat. 
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Milchséure ist dann jede 1/, Stunde bis zu 2'/, Stunden nach dem 
Beginn des Versuchs entnommen worden. 

Das Ergebnis der Untersuchung geht aus der Tabelle VIII hervor. 
Bei jeder Versuchsperson gibt die obere Zahlenreihe die nach Friede- 
mann-Kendall und die untere die nach Mendel-Goldscheider ermittelten 
Werte an. Um einen schnellen Uberblick iiber die Ergebnisse der beiden 
Methoden zu erméglichen, sind einige Kurven in verkleinertem Mafstab 
beigegeben worden. 

Nach Glcosezutuhr 
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Abb. 2. 
Graphische Darstellung einiger der in Tabelle VIII angegebenen Versuchsresultate. 
Friedemann- Kendall 4 Mendel-Goldscheider -----. 


Wenn zunachst die Ausgangswerte bei Versuchspersonen mit 
niichternem Magen verglichen werden, zeigen in dieser Serie die nach 
Friedemann-Kendall gefundenen Zahlen eine augenscheinliche Neigung, 
iiber den nach Mendel-Goldscheider gefundenen zu liegen. Nur in vier 
von den 17 Fallen liegen die fraglichen Zahlen nach Mendel-Goldscheider 
héher als die nach Friedemann-Kendall. Was aber diese vier Fille 
betrifft, ist nur in einem derselben (Nr. 2) der Unterschied zwischen 
den fraglichen Zahlen der beiden Methoden gréBer als das Dreifache 
des mittleren Fehlers fiir denselben. Friesz und Mohos haben dagegen, 
wie eingangs erwahnt, beim Vergleich der Dische-Laszloschen Methode 
mit der von Fiirth-Charnass gefunden, daB die mit der kolorimetrischen 
Methode erhaltenen Ausgangswerte héher liegen. Nur in dem Falle 
Nr. 1 findet man nach Zufuhr von Glucose eine Abnahme der Biut- 
milchsaure, und hierin stimmen beide Methoden iiberein. In simtlichen 
iibrigen 16 Fallen findet man nach beiden Methoden nach Glucose- 
zufuhr eine entschiedene Zunahme, die auBerhalb der Fehlergrenzen 
liegt. Die oben erwihnten, voneinander abweichenden Resultate iiber 
den Milchséuregebalt des Blutes nach Zufuhr von Glucose waren also 
so zu erklairen, daB es Individuen gibt, bei denen die Reaktion eine 
Abnahme zeigt, wahrend sie in den meisten Fallen eine Zunahme 
angibt. 
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Was die 16 Fille betrifft, wo eine Zunahme vorliegt, liegen die 
Friedemann-Kendallschen Werte in acht, die Mendel-Goldscheiderschen 
dagegen nur in zwei Fallen entschieden am héchsten. In den iibrigen 
sechs Fallen liegt der Unterschied innerhalb der Fehlergrenzen. Der 
Maximalwert der Blutmilchséure wird in den meisten Fallen 1 Stunde 
nach der Glucosezufuhr erreicht, und in dieser Beziehung korrespondieren 
beide Methoden ziemlich gut. Ausnahmen bilden die Faille 4, 8 und 9 
(die Falle 12 und 14 liegen innerhalb der Fehlergrenzen). In den Fallen 4 
und 8 wird der héchste Wert mit der Friedemann-Kendallschen Methode 
nach 1 Stunde und mit der Mendel-Goldscheiderschen nach 1'/, Stunden 
erreicht. Im Falle 9 ist es umgekehrt. Bemerkenswert ist die Kurve 10. 
Beide Methoden geben hier den Maximalwert nach 1 Stunde an. Dann 
sinkt die Kurve bei beiden. Bei Friedemann-Kendall sinkt sie indessen 
nur unbedeutend und geht waihrend der Dauer der Probeentnahmen 
nicht bis auf den Ausgangswert herunter. Bei Mendel-Goldscheider sinkt 
sie dagegen schnell bedeutend unter den Ausgangswert. 

Aus den Resultaten dieser Untersuchung geht hervor, da unter 
den oben angegebenenen Bedingungen der Milchsauregehalt des Blutes 
bei Glucosezufuhr bei einigen Individuen sinken kann, in der Regel 
aber steigt. In dieser Hinsicht ergeben beide Methoden iiberein- 
stimmende Resultate. Und weiter wird — unabhangig davon, ob der 
Milchsduregehalt zu- oder abnimmt, — mit beiden Methoden der gréBte 
Effekt nach gleicher Zeit erreicht. Die absoluten Werte der beiden 
Methoden weichen jedoch wesentlich voneinander ab. 


Zusammenfassung. 

Bei einer vergleichenden Priifung der Methoden von Mendel-Gold- 
scheider und Friedemann-Kendall hat sich herausgestellt, daB die erste 
bei Verwendung wasseriger Lésungen von bekanntem Milchséuregehalt 
héhere Werte ergibt als die zweite, wenn die Lésungen mit Meta- 
phosphorsaéure, Kupfersulfat und Kalk versetzt sind. 

Beim Zusatz einer solchen Lésung zum Blute sind nach Eiweib- 
und Kohlenhydratfallung mit Metaphosphorsiure, Kupfersulfat und 
Kalk nach Mendel-Goldscheider 87°, und nach Friedemann- Kendall 
98 °%, der zugesetzten Milchsiure gefunden worden. 

Bei Personen mit leerem Magen, die sich in Ruhe befinden, kann 
die Mendel-Goldscheider sche Methode zwar einen héheren Ausgangswert 
als die Friedemann-Kendallsche ergeben, aber 6fters erhalt man mit der 
letzteren einen héheren Ausgangswert. 

Mit beiden Methoden ist nach Zufuhr von Adrenalin in samtlichen 
Fallen eine Zunahme der Milchséure, und nach Zufuhr von Glucose in 
16 Fallen ebenfalls eine Zunahme und nur in einem Falle eine Abnahme 
gefunden worden. Es herrscht hier also véllige Ubereinstimmung der 
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Ergebnisse beider Methoden. Auch beziiglich des Zeitpunktes der 
maximalen Verainderung des Milchséuregehalts nach Zufuhr von 
Adrenalin oder Glucose korrespondieren beide Methoden ziemlich gut. 

Zuletzt sei erwahnt, daB man sowohl bei Adrenalin-, als auch bei 
Glucose-zufuhr eine Neigung der Friedemann-Kendallschen Werte 
findet, die Mendel-Goldscheiderschen zu tibersteigen. 


Literatur. 


1) Collazo u. Supniewski, diese Zeitschr. 154, 423, 1924; Collazo u. 
Morelli, J. of Physiol. et Pathol. gén. 24, 76, 1926; Collazo u. Puyal, Klin. 
Wochenschr. 1932, Nr. 11, S. 1949. — 2) Tolstoi, Proc. Soc. exp. Biol. a. 
Med. 21, 449, 1924. — 3) Cori F.C. u. G. T. Cori, J. of biol. Chem. 84, 683, 
1929; Cori, Cori u. Buchwald, ebenda 86, 375, 1930. — 4) Osolin, Zeitschr. f. 
exper. Med. 76, 290, 1931. — 5) Leys, J. of Physiol. 71, 275, 1929. — 
6) Friesz u. Mohos, Zeitschr. f. klin. Med. 118, 193, 1931. — 7) Katayama u. 
Killian, J. of biol. Chem. 71, 707, 1927. — 8) Collazo u. Lewicki, Deutsch. 
med. Wochenschr. 51, 600, 1925. — 9) Cori u. Cori, zit. nach Orskov. — 
10) Jervell, Acta med. scand. Suppl. 24, 1928. — 11) Mendel, Engel u. Gold- 
scheider, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 4, 8.542. — 12) Mendel u. Jahn, 
Verh. d. Deutsch. Ges. f. inn. Med. 846, 1929. — 13) Klein u. Zirm, ebenda 
407, 1931. — 14) Orskov, Underségelser over de aeteroploslige Syrer i Blod 
og Vaev.. Kgbenhavn, Levin & Munksgaards Forlag, 1931. — 15) Wier- 
zuchowski u. Laniewski, diese Zeitschr. 280, 173, 1931. — 16) Sterkin u. 
Wengerowa, ebenda 272, 246, 1934. — 17) Rona u. Kleinmann, Prakt. d. 
physiol. Chem., 2. Band. Berlin, J. Springer, 1930.— 18) Hansen u. Riesser, 
diese Zeitschr. 246, 471, 1932. 


























Uber den Mechanismus der Milchsaurebildung im Muskel. 
Von 
E. Aubel und E. Simon. 
(Aus dem Institut de Biologie Physico-Chimique, Paris.) 


(Eingegangen am 5. Januar 1935.) 


Die Frage, zu welchen Produkten der Hexoseabbau in den Zellen 
des tierischen Organismus fiihrt, ist sei langem Gegenstand der Dis- 
kussion. Das Auftreten von Fleischmilchsaure [1 (-+-)-Milchsaure] ist 
erstmalig von Berzelius beobachtet und in der Folge von J. v. Liebig, 
Cl. Bernard u. a. genauer untersucht worden!. Die Bedingungen 
ihrer Entstehung und die dabei obwaltenden quantitativen Verhaltnisse 
sind scdann von W. M. Fletcher und F.G. Hopkins sowie von J. K. 
Parnas eingehend erforscht worden. O. Meyerhof stellte in ausgedehnten 
Versuchsreihen fest, da zwischen anaerob gebildeter Milchséure und 
geschwundenem Kohlenhydrat eine véllige Aquivalenz besteht; er hat 
auch den bedeutsamen Befund erhoben, daB im AnschluB an die anaerobe 
Milchséurebildung ein oxydativer ProzeB einsetzt, durch den die gesamte 
oder ein Teil der vorhandenen Milchsiure wieder zu Glykogen resynthe- 
tisiert wird. 

Zur Zeit kennt man zwei Arten der Umwandlung von Hexose- 
phosphat in Milchséure. Im ersten Falle entsteht aus dem Hexose- 
phosphat Methylglyoxal, das selber in Milchséure tibergeht. Dies ergibt 
sich aus den einschlagigen Arbeiten von Newberg und speziell fiir den 
Muskel aus den Untersuchungen von C. Newberg und M. Vogt?. Im 
zweiten Falle gibt, wie von G. Embden*® und O. Meyerhof* dargetan 
wurde, das Hexosediphosphat nach der Spaltung in 2 Molekiile Triose- 
phosphat 1 Molekiil «-Glycerinphosphorséure und 1 Molekiil Glycerin- 
sdurephosphorsaure. Letztere liefert Brenztraubensiure, die selber 
mittels des von der «-Glycerinphosphorsaure abgegebenen Wasserstoffs 
zu Milchséure reduziert wird. Wahrend im System Neuberg das 
Methylglyoxal die Vorstufe der Milchsdure darstellt, spielt dieses im 
System Embden-Meyerhof keine Rolle, und als Vorstufe der Milchsaure 
soll die Brenztraubensdure gelten. In diesem Zusammenhang sei auch 
auf die Arbeiten von Case und Cook® sowie von Barrenscheen und 


' Literatur s. bei A. Gottschalk, Oppenheimers Handb. d. Biochem. 2, 
485, 1925. — * C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 484, 1913; M. Vogt, ebenda 
211, 17, 1929. — *@. Embden, H. J. Deuticke u. G. Kraft, Klin. Wochenschr. 
12, 213, 1933. — 4 O. Meyerhoj u. D. McEachern, diese Zeitschr. 260, 417, 
1933; O. Meyerhof u. W. Kiessling, ebenda 264, 40, 1933; O. Meyerhof u. 
K. Lohmann, ebenda 271, 89, 1934; 273, 60, 73, 413, 1934. — 5 B. J. Case 
u. Cook, Biochem. J. 25, 1319, 1931; 26, 753, 1932. 
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Beneschovsky! verwiesen. Letztere erhielten mit bromessigsiure- 
vergiftetem Muskel aus Glycerinaldehydphosphorsdure Methylglyoxal. 

Bei dieser Sachlage haben wir uns die Aufgabe gestellt, zu er- 
mitteln, ob tatsichlich nur eines der erwaihnten Systeme fiir den 
Kohlenhydratabbau im Muskel Geltung besitzt. Wie sich aus den im 
folgenden beschriebenen Versuchen ergibt, lassen sich Bedingungen 
auffinden, unter denen es méglich ist, die Haxistenz der beiden Arten 
der Umwandlung von Hexosediphosphat in Milchsiure nachzuweisen ?. 

Fir alle Experimente wurde die Muskulatur frisch geschlachteter 
Hunde verwendet. 


1. Versuche mit Muskelzubereitungen, in denen das System Embden-Meyerhof 
ausgeschaltet ist. 
A. Aceton-Trocken-pradparate von Musteln. 

Die Bereitung der Trockenpraparate erfolgte in iiblicher Weise 
durch Entwasserung des fein zerschnittenen Muskels mit Aceton und 
nachfolgender Behandlung mit Ather. 

Aus einer Reihe von Versuchen sei tolgendes Beispiel wiedergegeben : 

1. 750 mg hexosediphosphorsaures Magnesium, 
25cem H,O, 

0,5 cem Toluol, 
0,1 g Trockenmuskel. 

2. 75mg glycerinphosphorsaures Natrium, 
60 mg brenztraubensaures Natrium, 
25cem H,O, 

0,5 cem Toluol, 
0,1 g Trockenmuskel. 

3. 60mg brenztraubensaures Natrium, 

25cem H,O, 
0,5cem Toluol, 
0,1 g Trockenmuskel. 

Nach 24stiindiger Aufbewahrung im Brutschrank bei 37° wurden 
die Gemische mit Trichloressigsiure enteiweiBt und die Filtrate mit 
einer kalten salzsauren Lésung von 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin ver- 
setzt. Wéahrend in 1. ein reichlicher Niederschlag von Methylglyoxal- 
bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon entstand, wurde in 2. und 3. die zu- 
gesetzte Brenztraubensdiure quantitativ wiedergefunden. 

In einer weiteren Versuchsserie wurde der LinfluB von Glutathion 
auf die Methylglyoxal. und Milchsaurebildung gepriift. Die EnteiweiBung 
geschah in diesem Falle mittels Mercurinitrat; die Hydrazone wurden 
abfiltriert, die Filtrate zur Entfernung von Kohlenhydraten mit Kupfer- 
Kalk behandelt und das iiberschiissige Di-nitrophenylhydrazin mit 


1 H. K. Barrenscheen u. H. Beneschovsky, diese Zeitschr. 265, 159, 1933. 
— *# Siehe auch Aube! u. Simon, C.r. Soc. Biol. 115, 905, 1933; 116, 373, 
1187, 1934; 117, 400, 658, 1934. 
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Hilfe von Tierkoble beseitigt. Die Bestimmung der Milchséiure wurde 
in einem aliquoten Teil der Filtrate nach Friedemann, Cotonio und 
Shaffer vorgenommen. 





Milchséare 
mg 


Methylglyoxal 


1. 10 ccm 0,4% iges hexosediphosphorsaures Mg, 
5 , HO, 

5 , Phosphatpuffer (pq — 5,3), 

0,02 g Glutathion, 

0,1. g Trockenmuskel, 

1,0 cem Toluol. Spuren 2.4 


2. 10cem 0,4% iges hexosediphosphorsaures Mg, 
5 , HO, 
5 ,  Phosphatpuffer, 
0,1g  Trockenmuskel, 


1,0cem Toluol. +4 0,6 


Wie EL. Auhagen und C. Neuberg! bei der Hefe feststeliten, ent- 
spricht auch in diesen Versuchen die Anhaiufung von Methylglyoxal 
einer Verminderung der entstandenen Milchséiure. In Gegenwart von 
Glutathion entstehen nur Spuren von Methylglyoxal auf Kosten einer 
verstarkten Milchséiurebildung. Ganz das gleiche haben C. Cattaneo 
und C. Neuberg? fiir die Zuckerspaltung durch Bacterium coli fest- 
gestellt, die, wie sie fanden, durch Glutathion auf reine Milchsiure- 
girung umgeschaltet wird. 


B. Thunberg-Extrakte von Muskeln. 

Die Extrakte wurden nach der Vorschrift von 7. 7'hunberg* durch 
Waschen der zerschnittenen Muskulatur mit NaCl-Lésung und Extrak- 
tion mit m/15 Dinatriumphosphat hergestellt. 

Aus einer Reihe gleichsinnig verlaufener Versuche sei folgendes 
Beispiel angefiihrt : 





y ile Ss rE 
Methyiglyoxal lilchsture 


mg 
1. 620mg _ hexosediphosphorsaures Mg, 
5 eem Extrakt, 
20 . Phosphatpuffer (px = 7), 
0,5 ., Toluol. +4 6,7 
2. 75mg — glycerinphosphorsaures Na, 
60 , brenztraubensaures Na, 


5 cem Extrakt, 
20 , Phosphatpuffer, 
0.5 , Toluol. ; -- — 


1 BE. Auhagen u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 264, 45, 1933. — ? C. Neu- 
berg u. C. Cattaneo, ebenda 272, 441, 1934. — * 7. Thunberg, ebenda 258, 
48, 1933. 


a" 
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Wahrend aus Hexosediphosphat Methylglyoxal und Milchsaure 
entstanden sind, bleibt die Brenztraubenséure unangegriffen. Ebenso 
wie Aceton-Trockenpriparate zeigen auch Thunberg-Extrakte das 
gleiche Verhalten hinsichtlich der Methylglyoxal- und Milchsaure- 
bildung in Gegenwart und Abwesenheit von Glutathion. 





Milchséure 
mg 


Methylglyoxal 


Aerobiose: | 
1. 60mg _ hexosediphosphorsaures Mg, 
15cem Extrakt, 
15 , H,O 7 mg 4,2 
. 60mg _hexosediphosphorsaures Mg, 
15cem Extrakt, 
15 , H,O, 
50mg Glutathion Spuren | 10,8 


bo 


Anaerobiose: 
1. 60mg _ hexosediphosphorsaures Mg, 
15cecem Extrakt, 


| 
| 
15 , H,O 4mge | 10,5 
2. 60 mg hexosediphosphorsaures Mg, | 
15cem Extrakt, 
15 , H,0, | 
50mg Glutathion Spuren | 18 


Der gleiche Extrakt war unfahig, auf das System Glycerophosphat- 
Pyruvinat einzuwirken: 


60 mg glycerinphosphorsaures Na 

75 ,, brenztraubensaures Na | Brenztraubensaure quantitativ 
15cem Extrakt wiedergefunden. 

15 , H,O. | 


Die Versuche wurden sodann auf das Glykogen ausgedehnt. 


60 mg Glykogen 
15cem Extrakt 
15 ,, H,O 


Milchsaéure: Aerobiose 1,1 mg Anaerobiose 26 mg 
Ree ys oe i 
‘9 5,4 ,, ie 54,5 ,, 
* jal an sy aie 
me a a 16,5 ,, 


Aus einem gréBeren Versuchsansatz wurde die Milchséure nach 
Atherextraktion als Zinklactat isoliert, das Linksdrehung aufwies; 
es war somit 1-(-+-)-Milchsaéure entstanden. 


Der gleiche Muskelextrakt vermochte aus Brenztraubensaure oder 
einer Mischung von Brenztraubensaure und Glycerinphosphorsaure keine 
Milchsaéure zu bilden. 
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Milchsaéure aus: 


Brenztraubenséure. .......... =. 1,5 1,5 1,2 mg 
Brenztraubensiure + Glycerinphosphorséure 1,6 1,8 — 1,7 

Es ergibt sich demnach, daB die aus Glykogen gebildete Milchsiéure 
bestimmt nicht tiber die Brenztraubensadurestufe entstanden ist. 

Das verwendete Glykogen war ein sehr gutes Handelsprodukt, 
das 95% reines Glykogen, 3°, Asche und 2°, Protein enthielt. Zum 
Vergleich wurde ein gereinigtes Glykogen herangezogen, das_ kein 
EiweiB mehr einschloB und nur noch 0,1 °% Asche enthielt. Mit diesem 
Produkt wurde keine Milchsiurebildung mehr beobachtet. 


Milchsaure: Aerobiose 1,1 mg Anaerobiose 1,3 mg 
- LS. = es 
” 3,0 ” ” 2,5 ” 


Durch einen vergleichenden Versuch wurden diese Resultate 
bestatigt : 

Glykogen ,,Byla‘‘ Aerobiose 0 mg  Anaerobiose 16,5 mg 

Gereinigtes Glykogen aa 0,66 ,, isn 0,66 ,, 

Durch die Reinigung ist somit ein Bestandteil entfernt worden, 
der zur Umwandlung des Glykogens in Milchsaéure erforderlich ist. 


Versuche zur Uberfiihrung von Methylglyoxal bzw. Milchsaure 
in Brenztraubensaure. 
Durch die im Wasserbad bei 39° gehaltenen Versuchsgemische 
wurde wahrend 4 Stunden ein kraftiger Luftstrom geleitet. 
Beispiele: 25ceem Extrakt, 
25 ,, 1%iges Natriumlactat. 


~ 


25 cem Extrakt, 
25 ,, 2%iges Natriumlactat, 
Methylenblau (1: 5000). 


bo 
. 
2 


25 cem (= 40mg) Methylgiyoxallésung, 
15 ,, Extrakt, 
10 ,, Phosphatpuffer (pq = 5,9), 
1 ,, (= 120mg) NaHSO,. 
25 cem (= 40mg) Methylglyoxallésung, 
15 ,, Extrakt, 
10 ,, Phosphatpuffer, 
1 ,, (= 120mg) NaHSO,, 
25mg Glutathion. 
Brenztraubensdure wurde in keinem der Versuche gebildet. Der 
Nachweis erfolgte nach der kolorimetrischen Nitroprussidreaktion. 


II. Versuche mit Muskelzubereitungen, in denen das System Embden-Meyerhof 
erhalten bleibt. 


Wahrend mit Aceton-Trockenpraparaten und mit Thunberg- 
Extrakten die Umwandlung von Glykogen und von Hexosediphosphat, 
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bei letzterem iiber die Stufe des Methylglyoxals, in Milchsaure erreicht 
wird, dagegen eine Mischung von Pyruvinat und Glycerophosphat nicht 
angegriffen wird, ist es méglich, die Existenz beider Garungstypen am 
Beispiel des lebenden Muskels nachzuweisen. 

Beispiele: 5g fein zerschnittener Muskel werden mit einer 1 %igen 


Lésung des Substrats in m/15 Na,HPO, vermischt und 24 Stunden in 
Anaerobiose bei 37° belassen. 


Kontrolle bei Versuchsbeginn . . . . . 7 mg Milchsaure 
Kontrolle nach 24 Stunden... .. . 26,2 ,, ie 
Muskel -+ Hexosediphosphat. . . .. . 41,3 ,, a 
Muskel + Pyruvinat + Glycerophosphat 30 _ ,, a 


Bei gleicher Substratkonzentration liefert dieser Muskel mehr 
Milchsiure aus Hexosediphosphat als aus Brenztraubensaure : 
Gebildete Milchsiure aus Hexosediphosphat 15,1 mg 
ws - 9 EYTUVMRG 5 «5 BSS, 
Die geringe Milchsiuremenge im zweiten Versuch stammt aus der 
Brenztraubensaure, wie folgende Versuche in Gegenwart von NaF 
zeigen: 





Milchsiure Differenz 
mg mg 
ME ORE on eS ea a ey lg ee ae os 1,4 
Muskel +- Glycerophosphat + Pyruvinat + NaF . . 8,1 6,7 
ae ha, | ee ee a ee 22,1 
Muskel + Glycerophosphat + Pyruvinat ohne NaF 31,9 9,8 


Der Muskel bewirkt aus Hexosediphosphat eine Anhéiufung von 
Brenztraubensaiure, waihrend Methylglyoxal nicht auftritt: 





Milchsiure Brenz- ‘ ‘ 

mg traubensiiure Methyiglyoxal 
PRR che seg a tore 26,2 0 0 
Muskel +- Hexosediphosphat ... . 41,3 +4 0 


Der Muskel verhalt sich also derart, als ob es zwei Systeme gabe, 
die Milchsaéure liefern, indem das iiber Brenztraubensiure verlaufende 
System das langsamere ist, wodurch die Anhéufung von Pyruvinat und 
die geringen Ausbeuten an Milchsaure aus der Ketosaure erklirt werden. 

Ein Beweis hierfiir liBt sich erbringen, wenn man den Muskel 
mit 2°/)) Monojodessigsiure behandelt. In diesem Falle sollte die Um- 
wandlung des Hexosediphosphats entweder im Methylglyoxalstadium 
des Systems Newberg oder im Brenztraubensaiurestadium des Systems 
Embden-Meyerhof blockiert werden. 

Man findet dagegen diese beiden K6rper, jedoch in sehr verschiedenen 
Mengenverhiltnissen. 
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Milchs&ure Brenz- ee 
mg traubensiéure Methylglyoxal 
SS ney air eg eae ae 26,2 0 0 
Muskel + Hexosediphosphat ... . 41.3 oof 0 
Muskel + Hexosediphosphat + Mono- 
FOUGMIOEGUTO .. ga civ bis ie 7 Spuren + 


Wie bereits oben erwaihnt wurde, ist es bei Anwendung von 7'hun- 
berg-Extrakten, einerlei ob man in stark aerobem oder in anaerobem 
Milieu arbeitet, in Gegenwart oder in Abwesenheit von Sulfit, nicht 
moglich, eine bemerkbare Bildung von Brenztraubensiure aus Lactat 
zu erzielen. Verwendet man dagegen an Stelle von Muskelextrakten 
zerschnittenen Muskel und leitet bei 38° wahrend 4 Stunden einen 
Luftstrom durch die Suspension, so ergibt sich ein anderes Resultat: 

50 ecem Phosphatpuffer (m/15 Na,gHPO,) + 15g Muskel: 
 Brenztraubensaure. 

50 ,, 2% iges Natriumlactat in Phosphatpuffer + 15g Muskel: 
+++ Brenztraubensaure. 

Die Brenztraubensdurebildung ist noch deutlicher in Anaerobiose: 

20 cem Phosphatpuffer + 5g Muskel: 
geringe Spuren Brenztraubensdiure. 
20 ,, 2% iges Natriumlactat in Phosphatpuffer + 5g Muskel: 


-+-+-+ Brenztraubensaure. 

Der letzte Versuch in reiner Anaerobiose schlieBt die Méglichkeit 
einer Entstehung von Brenztraubensiure aus Kohlenhydraten, auf 
Kosten der Milchsiure resynthetisiert, aus. Die Umwandlung von 
Milchsaéure in Brenztraubenséure wird tibrigens durch Natriumfluorid 
unterbunden. 

So kann die Bildung von Brenztraubensaure, die man aus Glykogen 
und Kohlenhydraten beobachtet, ebenfalls aus Milchsdure erfolgen. 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 

1. Aus den angefiihrten Versuchen ergibt sich die Existenz der 
zwei Systeme im Muskel. Hinsichtlich dieser beiden Arten der Um- 
wandlung lieBe sich nun der Einwand erheben, daB, wenn man tat- 
sichlich den Nachweis fiir das Vorhandensein des Systems Embden- 
Meyerhof erbringt, dann das Methylglyoxal und die Milchsaure, die in 
den Versuchen nach dem Schema von Neuberg erhalten sind, in Wirklich- 
keit nicht auf physiologischem, sondern auf rein chemischem Wege 
gebildet worden sind. Dem ist entgegenzuhalten, daB die isolierte 
Milchséure optische Aktivitaét aufweist, was auf ihre biochemische 
Herkunft hinweist. In diesem Falle kénnte auch eingewandt werden, 
daB das Methylglyoxal auf chemische Weise entsteht und daB dann 
die Ketonaldehydmutase wirksam ist. Dem ist entgegenzusetzen, daB 
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selbst wenn die Reaktion Triosephosphat - Methylglyoxal ein chemi- 
scher Vorgang ist, die Geschwindigkeit dieser chemischen Reaktion 
doch von derselben GréBenordnung ist wie die mit Hilfe eines Ferments 
bewirkte. Eine Stiitze fiir diese Auffassung ist in der Tatsache zu 
erblicken, daB bei Behandlung des ganzen Muskels mit Monojodessig- 
siure die Bildung von Methylglyoxal schneller erfolgt als das Auftreten 
von Brenztraubensaure. 

2. Die erhaltenen Ergebnisse gestatten eine gewisse Vorstellung 
itiber den Mechanismus der beiden Reaktionsarten. Vom Triosephosphat 
ab verlauft der Abbauweg in zwei Richtungen: ein Beweis dafiir liegt 
beispielsweise in der Unméglichkeit einer Uberfiihrung von Methyl- 
glyoxal in Brenztraubensiure. Im System Embden-Meyerhof handelt 
es sich um eine Serie von Gleichgewichten, analog denen, auf die 
Wurmser bereits die Aufmerksamkeit gelenkt hatte. Von wesentlicher 
Bedeutung ist, daB unter Bedingungen, unter denen das Gleichgewicht 
zugunsten der Brenztraubensaéure verschoben ist, namlich bei starker 
Aeration, Brenztraubensiure aus Lactat erhalten werden konnte!. Im 
System Neuberg findet die einfache Abgabe eines Molekiils H,O statt, 
so da Methylglyoxal entsteht, das selber wieder darauf ein Molekiil H,O 
fixiert. Man kann dies durch die Tatsache belegen, daB in Anaerobiose# 
mehr Milchsiure aus Methylglyoxal gebildet wird als in Aerobiose. 
Auf Grund dieses Resultats 1aBt sich aber auch noch eine andere Be- 
trachtungsweise anwenden. Moéglicherweise geben die SH-Gruppen — 
sei es, daB sie direkt vom Glutathion stammen, oder sei es, daB indirekt 
das Glutathion den zur Produktion von SH-Gruppen des Ferments 
nétigen Wasserstoff liefert — Wasserstoff ab, der sich an die C O-Gruppe 
des Methylglyoxals bindet. Das Methylglyoxal wird dann in Milchsaure- 
aldehyd-hydrat® umgewandelt. Darauf werden nunmehr die zwei 
Wasserstoffe der Aldehydhydratfunktion von dem Ferment mit Beschlag 
belegt und wieder an dem oxydierten Glutathion (S-S-Gruppen) fixiert. 
In dieser Weise setzt sich die Reaktion weiter fort, und es lage dann 
auch hier ein oxydo-reduktiver ProzeB vor. 


Ein Teil der fiir diese Arbeit benétigten Mittel wurde von der Ella 
Sachs-Plotz-Foundation zur Verfiigung gestellt, der hierfiir an dieser Stelle 
bestens gedankt sei. 


Nachtrag bei der Korrektur. Aus einer Mitteilung von R. Bierich u. 
A. Rosenbohm, die soeben (H. 231, 46, 1935) erschienen ist, kann man er- 
sehen, daB auch diese Autoren einen normalen Abbauweg der Kohlen- 
hydrate iiber das Methylglyoxal annehmen. 


1 Vgl. £. Simon, diese Zeitschr. 245, 488, 1932. — ? Siehe auch Jowett 
u. Quastel, Biochem. J. 27, 486, 1933. — * Vgl. C. Neuberg, diese Zeitschr. 
49, 502, 1913. 























Uber die Nicotinaufnahme des Organismus 
beim Rauchen und das Schicksal des aufgenommenen Nicotins. 
Von 
J. Bodnar, Vitéz Ladislaus Nagy und Alexander Dieckmann. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Debrecen.) 
(Eingegangen am 6. Januar 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Von den zahlreichen Problemen bei der biochemischen Untersuchung 
des Rauchens kommt — als eine der wichtigsten — die Frage in Betracht, 
wieviel von dem Nicotin des eingeatmeten Rauches (Hauptstrom oder 
Innenrauch?) durch den Organismus zuriickgehalten wird. 


Die ersten Untersuchungen in dieser Richtung stammen von Lehmann (1), 
der nachwies, da8 beim Rauchen ohne Inhalieren 25 bis 30% (Extrem- 
werte 18,9 und 42°), mit Inhalieren dagegen 80°, des im eingesaugten 
Zigarettenrauch enthaltenen Nicotins durch den Organismus zuriick- 
gehalten werden. Aus den Daten von Heintz (2) laBt sich berechnen, daB 
beim ,,Mundrauchen** 17,5, beim Inhalieren aber 80,7 % des eingeatmeten 
Nicotins im Organismus zuriickbleiben. Eingehend wurde die Frage von 
Winterstein und Aronson (3) studiert. Von den gebrauchten elf Zigaretten- 
sorten wurden ohne Inhalieren in vier Fallen 11,5 bis 16,7, in sechs Fallen 
19,9 bis 25%, in einem Falle 32,6°%, mit Inhalieren aber in acht Fallen 
44,6 bis 55.5% und in drei Fallen 69,4 bis 88% des eingesaugten Nicotins 
durch den Organismus zuriickgehalten. Ziemlich auffallend ist es dabei, 


daB aus dem Rauch vom gleichen Nicotingehalt (mg) unter gleichen 
Bedingungen des Saugens — das Nicotin in sehr verschiedenen Mengen 


durch den Organismus zuriickgehalten wird. Laut Untersuchungen von 
Wenusch (4) bleiben ohne Inhalieren 8,4%, mit Inhalieren durchschnittlich 
40 bis 50% des eingesaugten Nicotins zuriick. Jedenfalls geht aus diesen 
Daten hervor, da in der Literatur betreffs der durch den Organismus beim 
Rauchen zuriickgehaltenen Nicotinmenge abweichende Angaben existieren. 

Bei naherer Betrachtung der Untersuchungsmethoden, nach 
welchen die obigen Daten erhalten wurden, stellt es sich heraus, daB die 
Bestimmungen in allen Fallen nach demselben Grundprinzip ausgefihrt 
wurden. Zunachst wurden mit einer Saugapparatur das natiirliche 
Rauchen nachgeahmt (mit Intermittieren), die Zigaretten verbrannt, 
und im durchgesaugten Innenrauch das Nicotin bestimmt. In einem 
anderen Versuch wurden die Zigaretten durch einen Menschen (mit 
oder ohne Inhalieren) verraucht und das Nicotin im zuriickgelassenen 
Rauch bestimmt. Die Differenz zwischen beiden Nicotinbestimmungen 


1 Der vom Ende der brennenden Zigarette entweichende Rauch ist 
der Nebenstrom oder AufBenrauch (s. L. Barta u. E. Toole, Angew. Chem. 
45, 671, 1932). 
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bedeutete die durch den Organismus zuriickgehaltene Nicotinmenge. 
Mit diesem Verfahren laBt sich ein richtiges Resultat erst dann ermitteln, 
wenn bei dem kiinstlichen und natiirlichen Rauchen gleiche Nicotin- 
mengen in den Innenrauch gelangen; entsprechend dem Unterschied 
zwischen den zweierlei Arten von Rauchen kann aber mit dem durch einen 
Menschen eingesaugten Rauch mehr oder weniger Nicotin in den Organis- 
mus gelangen, als indem bei kiinstlichem Rauchen erhaltenen Innenrauch 
bestimmt wurde, so daB sich die durch den Organismus zuriickgehaltene 
Nicotinmenge héher oder niedriger als der tatsachliche Wert ergibt. 
Dieser Umstand kann eine Fehlerquelle darstellen, worauf sich die 
erwahnten Abweichungen in den Angaben der Literatur zuriickfiihren 
lassen. 

Der Befund von Nagy (5), daB beim Verbrennen der Zigarette 
vom Nicotin nichts verbrennt oder zersetzt wird, erméglicht die Be- 
seitigung obiger Fehlerquelle bzw. die exakte Ermittlung des durch 
den Organismus aus dem eingesaugten Zigarettenrauch zuriickgehaltenen 
Nicotins. Aus diesem Grunde wird das Nicotin im Innenrauch nicht 
durch kiinstliches Saugen, sondern aus der Differenz zwischen dem 
Nicotingehalt der Zigarette und dem Nicotingehalt des beim natiirlichen 
Rauchen entweichenden, aufgefangenen AuBenrauches ermittelt. Wird 
das Nicotin im Rauch nach dem von Barta und Toole (6) ausgearbeiteten 
und von Nagy (7) abgeainderten Mikroverfahren bestimmt, kann die 
durch den Organismus zuriickgehaltene Nicotinmenge durch Verrauchen 
einer einzigen Zigarette ermittelt werden. Der Gang der Bestimmung 
ist der folgende: Eine Zigarette (mit Mundstiick) von bekanntem Nicotin- 
gehalt (zu sdémtlichen Versuchen wurden die mit dem Trafiktabak 
,, Herzegovina“ gefiillten Zigaretten gebraucht) wird von der Versuchs- 
person auf die Weise verraucht, daB die schrag nach oben gehaltene 
Zigarette mit dem glimmenden Ende in ein weites Glasrohr eingefihrt 
wird. Der entweichende AuBenrauch wird mittels einer Wasserstrahl- 
pumpe durch ein Adsorptionsrohr gesaugt, das mit Schwefelsiure 
angefeuchtete Glaswolle enthalt. Hierdurch wird das Nicotin quanti- 
tativ gebunden. Nach jedem einzelnen Zug aus der Zigarette wird der 
eingesaugte Rauch — je nachdem, ob es sich um einen Versuch mit oder 
ohne Inhalieren handelt — von der Versuchsperson in der Lunge bzw. 
Mundhohle einige Sekunden lang zuriickgehalten, dann der im Munde 
zuriickgebliebene Rauch durch die in den Mund genommene Glasréhre 
mittels der Wasserstrahlpumpe in die in Abb. 1 ersichtliche Apparatur 
eingesaugt, wobei das durch den Organismus nicht zuriickgehaltene 
Nicotin ebenfalls quantitativ gebunden wird. Man soll folgendes be- 
achten, damit diese Operationen glatt gehen und aus dem Rauchnicotin 
nichts verloren geht: a) Die brennende Zigarette soll: schrag stehen, 
sonst ]éBt sich der entweichende AuBenrauch nicht véllig einsaugen; 
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b) wenn die Versuchsperson die Zigarette aus dem Mund herausnimmt, 
ist es &uBerst wichtig, das Mundstiick zur Vermeidung von Rauch- 
verlusten mit den Fingern einen Augenblick zusammenzudricken; 
c) es ist darauf besonders zu achten, daB von dem Rauch nichts daneben 
geht, wenn die Versuchsperson die Glasréhre in den Mund nimmt; 
d) das Saugen der Wasserstrahlpumpe soll maBig erfolgen. 


Wasser strah/pumpe 


On ai, Piscereen a 
ae 











Abb. 1. 1/, der watiirlichen GriBe. 


Das in beiden Adsorptionsréhren gebundene Nicotin ergibt (nach 
Nagy bestimmt) den Nicotingehalt des AuBenrauches und des zuriick- 
gelassenen Rauches; auBerdem wird auch die im Mundstiick der ver- 
brannten Zigarette zuriickgebliebene geringere Nicotinmenge bestimmt. 
Wird aus dem Nicotingehalt der verrauchten Zigarette das im AuBen- 
rauch und im Mundstiick gefundene Nicotin in Abzug gebracht, ergibt 
sich die im Innenrauch enthaltene, d. h. die beim Rauchen eingesaugte 
Nicotinmenge ; wird hiervon die im zuriickgelassenen Rauch gefundene 
Nicotinmenge abgezogen, so ergibt sich die durch den Organismus 
zuruckgehaltene Nicotinmenge, die sich auf % des eingesaugten 
Nicotins umrechnen laBt. Die Resultate der Rauchversuche mit sechs 
verschiedenen Personen sind in Tabelle I zusammengefaBt. 


Tabelle I. 





ee Nicotin 
nee oe ie rt ale ee aes Oe Nicotin aus dem ein- 
Nicotin | Nicotin Nicotin Nicotin  Nicotin§ gyreh den . 
> ; P tick * ; few gesaugten 
P in der im im zuriick- im im Organismus Rauch Art des 
Nr. Ziga- AuBen- gelassenen Mund-_ Innen- surtick- vauC Ranchens 
ct , R } tiick } zuriic zuriick- Rauchens 
rette rauch auch stiick rauch ; ; 
? gehalten gehalten 
mg mg mg mg mg mg 9/9 


1 10.22 394 232 019 6.09 3.77 619 | ae 
2 10,64 4,83 2,32 0.25 5,56 3,24 58,2 (60 | halier 
31018 444 215 | 012 562 3.37 59.9 | seemeies 
4 987! 374 | 065 | 010 | 558 488 88.2 | a 
5 1110 424 019 0.20 666 6.47 G71 1198). oo 
6 1019 415 036 020 5,84 ia ea) | 


Aus Tabelle I geht hervor, daB die Versuche mit verschiedenen 
Personen gut iibereinstimmende Resultate liefern (siehe auch Tabelle II) 
und da8B der menschliche Organismus ohne Inhalieren 60°, mit In- 
halieren 93° des im eingesaugten Rauch enthaltenen Nicotins, also 
sehr viel, zuriickhalt, allerdings bedeutend mehr als in der Literatur 
angegeben ist. 
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Aus den mitgeteilten Daten geht hervor, daB z. B. durch den 
Organismus eines stark mit Inhalieren rauchenden Menschen (tiglich 
40 Zigaretten) insgesamt 224 mg Nicotin aus dem eingesaugten Rauch 
zuriickgehalten werden. Laut Literatur (8) betragt die tédliche Nicotin- 
dose fiir den ungewohnten Menschen etwa 40 mg; im obigen Falle 
halt der Organismus mehr als die fiinffache Menge zuriick. Damit 
taucht die Frage auf, was mit der durch den Organismus beim Rauchen 
zuriickgehaltenen groBen Nicotinmenge geschieht. Wird durch den 
Organismus das Nicotin als solches ausgeschieden, so ist es in erster 
Linie im Harn zu suchen. In dieser Richtung wurden von Noether (9) 
Tierexperimente und auch Untersuchungen an Menschen ausgefiihrt. 

Zum Nachweis des Nicotins im Harn wurde von Noether die sehr 
empfindliche pharmakologische Methode von Fiihner (10) gebraucht. 
2s wurde festgestellt, da das Nicotin nach 1'/, Stunden bereits im 
Harn nachzuweisen war. Nach 2'/, Stunden aufgefangener Harn gab eine 
noch stirkere Nicotinreaktion, wahrend in dem nach 6 Stunden  aus- 
geschiedenen Harn nur eine ganz schwache Reaktion festzustellen war. Nach 
8 bis 12 Stunden war der Harn frei von Nicotin. 

Aus diesen Ergebnissen schloB Noether, daB der Organismus das 
zuriickgehaltene Nicotin mit dem Harn ausscheidet, so daB sich der 
Organismus des Rauchers in verhaltnismaBig kurzer Zeit (waihrend des 
Schlafens) des Nicotins entledigt. Hiernach wird das Nicotin im Organis- 
mus nicht durch einen EntgiftungsprozeB, sondern durch rasche Aus- 
scheidung beseitigt. Im ahnlichen Sinne auBert sich neuerdings auch 
F. Miiller (11), der schreibt: 

,,Das Nicotin wird erfahrungsgemaé8B in der Hauptsache sehr rasch im 
Harn wieder ausgeschieden und man kann durch die Bestimmung des 

Nicotins im Harn ein Urteil iiber die 
Tabelle II. resorbierte Menge gewinnen.‘‘ 





“eee Die qualitativen Versuche Noethers 
ae | Nicotin " 5 vt 
Piglicher | im taglichen sind aber keinesfalls tiberzeugend, denn 


Nr. | Gesamtharn | Gesamtharn z é a : 
a7) | on allein auf Grund der genauen Kenntnis 
der durch den Organismus zuriick- 
5 9 Fey 

A | pu gehaltenen und mit dem Harn aus- 

3 || 1200 5,40 geschiedenen Nicotinmenge kann man 


entscheiden, was mit dem Nicotin im 

Organismus geschieht. Mit unserem zur Bestimmung des Nicotin- 

gehalts im Harn ausgearbeiteten Verfahren (12) haben wir uns zunachst 

dariiber orientiert, wieviel der Nicotingehalt im taglichen Harn eines 

rauchenden Menschen betragen kann. Von den drei Versuchspersonen 

hatte Nr. 1 taglich 30, Nr.2 10 bis 12 Stiick Zigaretten geraucht. 

Nr.3 war ein starker Pfeifenraucher; die erhaltenen Resultate sind 
in Tabelle II aufgezeichnet. 

Wenn man in Betracht zieht, eine wie betrachtliche Nicotinmenge 

der Organismus nach unseren Versuchen zuriickhalt, so sprechen die 
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mitgeteilten Ergebnisse dafiir, dab mit dem Harn nur ein geringer 
Teil des zuriickgehaltenen Nicotins ausgeschieden wird. 

Um feststellen zu kénnen, wieviel Prozent des durch den Organismus 
zuruckgehaltenen Nicotins mit dem Harn ausgeschieden werden, wurden 
folgende Versuche ausgefiihrt: Drei Raucher haben mit dem Rauchen 
— um nicotinfreien Harn zu erhalten — 18 Stunden vor Versuchs- 
beginn aufgehért. Dann haben sie je 10 Zigaretten etwa halbstiindlich 
verraucht, und zwar Nr. 1 mit Inhalieren, Nr. 2 abwechselnd mit und 
ohne Inhalieren, Nr. 3 ohne Inhalieren. Zunadchst wurde auf bekannte 
Weise die durch den Organismus zuriickgehaltene, dann die in dem 
nach 6, 12 und 18 Stunden aufgefangenen Harn enthaltenen Nicotin- 
mengen bestimmt. Die Resultate dieser Versuche sind in Tabelle II 
zusammengestellt. 

Tabelle III. 








| 2 m ps Nicotin 
h 68 = = aus dem 
5 Se = = eingesaugten Nicotin mit dem Harn 
Nicotin| “4 as wad —- Rauch ausgeschieden in mg 
} at = at ao ~ 
. in | 58 Ee Es =8 zuriick- e 
Nr.) zig | Gf | 28 | e® | af gehalten P 
rette 3S 23 = 2 ‘iti = 
5 o> pa A ins- 
rn] se | Z %, nach nach nach || 
a a " - mg %/o | & Std. 12 Std. 18 Std. A 
mg mg mg mg ng was 
1 |101,33 14,40 5,68 2,05 84,88 79,20 934 0,720,559 0 1,31. 1,7 
2 | 107,90 40,34 11,95 1,10 66,46 54,51 820 055 047 O 1,02 1,9 
3 | 98,51 39,37 2430 1,20 57,94 3364580 0 0 0 0 0 


Aus den Daten der Tabelle III lat sich zuerst entnehmen, dab 
durch den Organismus beim Verrauchen von je 10 Zigaretten dieselbe 
prozentuale Nicotinmenge aus dem eingesaugten Rauch zuriickgehalten 
wird, was den Rauchversuchen mit nur | Zigarette (Tabelle I1) ent- 
spricht. Fiir die VerlaéBlichkeit unserer Versuche spricht auch der 
Umstand, daB die Daten des Versuchs abwechselnd mit den zweierlei 
Arten des Rauchens (Nr. 2) zwischen die Daten der Versuche Nr. 1 
und 2 fallen. Aus dem Vergleich der zuriickgehaltenen und im Harn 
ausgeschiedenen Nicotinmengen geht hervor, daB beim Rauchen mit 
Inhalieren nur 1,7 °%, also ein verschwindend geringer Teil des zuriick- 
gehaltenen Nicotins, beim Rauchen ohne Inhalieren dagegen iiberhaupt 
kein Nicotin im Harn ausgeschieden wird. Da sich Nicotin als solches 
im Organismus nicht ansammeln kann und da eine Ausscheidung 
betrachtlicher Mengen im Kot unwahrscheinlich ist, bleibt nichts anderes 
als die Annahme iibrig, daB die beim Rauchen zuriickgehaltenen sehr 
betrachtlichen Nicotinmengen durch den menschlichen Organismus 
zersetzt und dadurch entgiftet werden. Es gibt Tierversuche | Acker- 
mann (13), Komori und Sendju (14), Hermann, Caujolle und Jourdan (15)|, 
die dafiir sprechen, daB das Nicotin wahrscheinlich in der Leber ent- 
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giftet wird. Als ein Beweis dafiir, daB der menschlichen Leber eine 
nicotinentgiftende Rolle zukommt, kommt der Umstand in Betracht, 
daB das beim Rauchen ohne Inhalieren aus dem Mund mit dem Speichel 
in den Magen, dann in den Darm gelangte und dort resorbierte Nicotin 
nicht im Harn erscheint. Beim Rauchen mit Inhalieren wird durch den 
Organismus viel mehr Nicotin, etwa 60%, zuriickgehalten als ohne 
Inhalieren (siehe Tabelle I); ein betrachtlicher Teil der beim Inhalieren 
aufgenommenen Nicotinmenge, wenigstens aber so viel wie beim Rauchen 
ohne Inhalieren, gelangt aus dem Mund ebenfalls in den Darm und wird 
durch die Leber entgiftet. Was das in die Lunge gelangte Nicotin be- 
trifft, so betragt das hiervon aus der Lunge in das arterielle Blut gelangte 
und daraus mit dem Harn ausgeschiedene Nicotin nur einen geringen 
Bruchteil. Allerdings ist es die Aufgabe weiterer Untersuchungen, zu 
entscheiden, was mit dem iber die Lunge aufgenommenen und im 
Harn nicht ausgeschiedenen Nicotin geschieht. 


Zusammenfassung. 


1. Der menschliche Organismus halt beim Rauchen von Zigaretten 
ohne Inhalieren 60°%, mit Inhalieren 93° des im eingesaugten Rauch 
enthaltenen Nicotins zuriick. 2. Beim Verrauchen von 10 Zigaretten 
ohne Inhalieren werden 33,6 mg, mit Inhalieren 79,2 mg Nicotin vom 
Organismus zuriickgehalten; aus diesen betraichtlichen Nicotinmengen 
werden beim Inhalieren nur 1,31 mg (= 1,7 %), ohne Inhalieren dagegen 
iiberhaupt kein Nicotin im Harn ausgeschieden. 3. Beim Rauchen ohne 
Inhalieren wird das Nicotin durch die Leber entgiftet, beim Inhalieren 
ist es die Aufgabe weiterer Untersuchungen zu entscheiden, was mit 
den iiber die Lunge aufgenommenen, im Harn aber nicht ausgeschie- 
denen groBen Nicotinmengen geschieht. 
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C-Vitamin-(l-Ascorbinsaure)-Bildung 
durch eine Symbiose von Essigbakterien und Hefen. 
Von 
Siegwart Hermann und Nikolaus Fodor. 


(Aus dem bakteriologischen Forschungsinstitut Dozent Dr. Siegwart Hermann, 
Prag II — 1482.) 


(Eingegangen am 20. Januar 1935.) 


Bei der Untersuchung des als ,,Kkombucha bekannten Volks- 
mittels konnte der eine von uns! feststellen, daB es sich um eine Pilz- 
genossenschaft handelt, die von dem Bacterium xylinum, Bact. xyli- 
noides, Bact. gluconicum (Hermann) und zwei Torulahefen gebildet 
wird, und daB mit dieser Pilzgenossenschaft bebriitete Traubenzucker- 
lésungen als Hauptprodukt d-Gluconsaure nebst kleinen Mengen KEssig- 
siure und Ketogluconsaure? liefern. Die Garprodukte wurden im Va- 
kuum zueinem Sirupeingeengt. Mit ihm stellte man pharmakologische*®* 
und klinische Untersuchungen an, die zur Vermutung AnlaB gaben, 
da auBer der therapeutisch wirksamen Gluconsaure noch andere Stoffe, 
insbesondere Vitamine, zugegen sein kénnten. Infolgedessen haben 
wir den Sirup daraufhin untersucht. Im folgenden sollen die das 
Vitamin C betreffenden Versuche mitgeteilt werden. 


A. Chemische Untersuchungen. 


1. 50cem Kombuchasirup wurden mit 150 ccm 3%iger Schwefelsaiure 
unter Durchleiten von Stickstoff 10 Minuten lang gekocht. Nach dem 
Abkiihlen wurde abzentrifugiert, die klare Fliissigkeit mit Natronlauge 
neutralisiert und auf 500cem mit Wasser aufgefiillt. Diese Fliissigkeit 
reduziert in einem Phosphatpuffer von py = 7 geléstes 2, 6-Dichlorphenol- 
indophenol. Die Titration laBt sich jedoch, auch bei Zusatz von Nitro- 
benzolessigsaure, nicht zu Ende fiihren, da die braune Eigenfairbung keinen 
scharfen Umschlag erkennen la8t. Silbernitrat wird von der Kombucha- 
lésung gleichfalls reduziert. Die Titration mit Jodjodkali ergab folgende 
Werte: 100cem der mit HCl angesaéuerten Kombuchafliissigkeit ver- 
brauchen 98 bzw. 104 cem n/1000 Jodlésung, das entspricht 0,88 mg Ascor- 
binséure pro 1 ccm des urspriinglichen Sirups. 

2. 100 cem Infus aus 0,5 g russischem Tee mit je 5g Traubenzucker 
(technisch) und Rohrzucker werden mit der oben beschriebenen Pilz- 
genossenschaft (Kombucha) bei 22° in einem mit Watte verschlossenen 
Kolben sich selbst iiberlassen. Nach mehreren Tagen konnte gleichfalls 
Reduktion von Indophenol und von Silbernitrat nachgewiesen werden. 


1 S. Hermann, diese Zeitschr. 192, 176, 1929. — 2 Derselbe, ebenda 
214, 357, 1929. — * Derselbe, Klin. Wochenschr. 88, 1752, 1929. — 4S. Her- 
mann u. Margot Zentner, diese Zeitschr. 266, 417, 1933. 
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Die quantitative Bestimmung wurde mit Jodlésung durchgefiihrt und ergab 
nachstehende Werte (nach Aarrer! verbraucht |-Ascorbinséure in saurer 
Lésung pro Mol 2 Atome Jod; es entsprechen also 1 cem n/1000 Jodlésung 
0,088 mg Ascorbinsaure): 





Dauer der Bebratang | 10camverranehen| 10cem onhalen | Redgtion von 

Vor der Beimpfung. . . Spur - nicht 
fo Se ee 1,2 0,106 . 
ere eae 2.3 0,202 Spur 

A ft, Shc a at oe cen BG 5 0,440 schwach 
tng St ae 8 0.704 stark 

Be iicse Rpt herbie gietvorset' Miata 9,8 0,862 e 
ee See 10,5 0,884 a 


3. In gleicher Weise wurden mit der Pilzgenossenschaft 100 cem 
Hefewasser ohne Zusatz von Zucker beimpft. Trotz reichlichen Wachstums 
konnte in keinem Zeitpunkt, selbst nicht nach 65 Tagen, auch nur eine 
Spur von Ascorbinséure nachgewiesen werden. 

4. Um einen Irrtum weitgehend auszuschlieBen, wurden folgende Stoffe, 
deren Anwesenheit méglich erscheint, auf ihre Reaktion gegen Indophenol 
und Jodlésung gepriift. Gluconséure (mehrfach umkristallisiert) reduziert 
weder Indophenol noch Jodlésung. 

5-Ketogluconsaure (mehrfach umkristallisiert) reduziert weder Indo- 
phenol noch Jodlésung. 

Glucuronsaéure (mehrfach umkristallisiert) reduziert weder Indophenol 
noch Jodlésung. 

Dioxyaceton (mehrfach umbkristallisiert) reduziert Indophenol, nicht 
aber Jodlésung. 

Die vorstehend angefiihrten Untersuchungen berechtigen mit 
groBer Wahrscheinlichkeit zu der Annahme, daB die Pilzgenossenschaft 
Ascorbinséure aus dem der Nahrlésung zugesetzten Zucker erzeugt. 
Dies ist um so wahrscheinlicher, als Haworth? und Reichstein® die 
]-Ascorbinséure von Zuckern ausgehend synthetisierten. Eine weitere 
Stiitze, daB tatsichlich C-Vitamin (l-Ascorbinséure) vorliegt, sollen 
die nachstehend beschriebenen Tierversuche bilden. 


B. Tierversuche. 

1. Von sechs mit C-vitaminfreier Diét* ernahrten Meerschweinchen 
gingen eines in der zweiten, eines in der dritten und vier in der vierten 
Woche ein. Das Gewicht der Tiere sank durchschnittlich von 220 auf 
136 g. 


' Karrer, Helv. Chim. acta 16, 1161, 1933. — ? J. Chem. Soc. London 
1933, S. 1270. — * Helv. Chim. acta 16, 1020, 1933; 17, 311, 1934. — 
4 39° Haferschrot, 30% Magermilchpulver, 2 Stunden auf 110° erhitzt, 
10°, Butterfett, 20% Kleie, 1% Kochsalz, Wasser und Heu ad libitum. 
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2. Von vier Meerschweinchen, die mit dem gleichen C-vitamin- 
freien Nahrungsgemisch mit taglichen Zulagen von 3 ccm Kombucha- 
Sirup, entsprechend 2,64 mg Ascorbinséiure, ernéhrt wurden, starb 
eines in der dritten, eines in der fiinften und zwei in der sechsten 
Woche. Die Gewichte nahmen unwesentlich ab. Das Anfangsdurch- 
schnittsgewicht betrug 197, das Endgewicht 170 g. 

3. Von vier mit dem gleichen Gemisch, jedoch mit Zitronensaft 
oder Redoxonzusatz ( Roche) entsprechend 4 mg Ascorbinsaéure ernahrten 
Meerschweinchen ging eines in der zweiten, drei in der sechsten Woche 
zugrunde. Die Gewichtsabnahme war gleichfalls minimal. Das durch- 
schnittliche Anfangsgewicht betrug 210, das Endgewicht 180 g. 

AuBerliche Verainderungen, insbesondere Anzeichen von Skorbut, 
konnten bei keiner der drei Gruppen festgestellt werden. Auch die 
Sektion ergab keinen Anhaltspunkt fiir Skorbuterkrankungen. Auf- 
fallend waren bei den C-vitaminfrei ernéhrten Meerschweinchen die 
iibermaBig groBen Gallenblasen. Diese Beobachtung muB jedoch noch 
verifiziert werden, da es sich um Zufallserscheinungen handeln kann. 
Samtliche Tiere gingen verhaltnismaBig bald ein, was vielleicht darauf 
zuruckzufiihren ist, daB sie in kleinen Kafigen gehalten wurden. Der 
Unterschied, sowohl in bezug auf die relative Lebensdauer, als auch 
auf die Gewichtsabnahme zwischen den C-vitaminfrei und den mit 
C-Vitamin-Zulagen erndhrten Tieren ist jedoch sehr deutlich. Das 
gleichartige Bild, das die mit C-Vitamin in Form von Zitronensaft 
oder Redoxon ernahrten Tiere mit denen, die Kombuchasirup erhielten, 
gemeinsam haben, laBt wohl den SchluB8 zu, daB in dem Kombucha- 
sirup C-Vitamin (i-Ascorbinséure) enthalten ist. 

Zusammenfassend laBt sich auf Grund chemischer und physio- 
logischer Untersuchungen sagen, daB die oben beschriebene Symbiose 
von Bakterien und Hefen aus Zucker |- Ascorbinsaéure zu bilden imstande 
ist. Damit diirfte wohl zum ersten Male der Nachweis erbracht worden 
sein, daB 1-Ascorbinsiure auf mikrobiellem Wege aus Zucker entsteht. 
Uber weitere Untersuchungen, die sich damit befassen, ob einer der 
Symbionten diese Fahigkeit besitzt oder ob die Genossenschaft nétig 
ist und welche Zuckerarten hierfiir am geeignetsten sind, wird demnachst 
berichtet werden. Es wird vielleicht auch die Frage beantwortet werden 
kénnen, ob der tierische Organismus das C-Vitamin zu synthetisieren 
vermag, ob es also einen hormonartigen Charakter hat, oder ob das 
im C-vitaminfrei ernihrten Tiere gebildete Vitamin auf bakterielle 
oder enzymatische Vorgange zuriickzufihren ist. 
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Ablagerung von Magnesiumverbindungen im Tumor. 


Von 


F. Eiehholtz und W. Kauderer. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Eingegangen am 22. Januar 1935.) 


In einer vorausgehenden Arbeit ist die Ablagerung von Calcium- 
verbindungen im Tumor untersucht worden!. Mit der gleichen Methode 
JaBt sich auch das Schicksal von Magnesiumverbindungen verfolgen. 
Dieses Mineral hat vom Gesichtspunkt des Tumorstoffwechsels her 
gesehen eine besondere Bedeutung dadurch erhalten, daB Erdtmann” 
und im AnschluB an ihn Kay und Jenner® seine nahen Beziehungen zur 
Phosphatase und damit zum Abbau des Traubenzuckers begriindeten, 
eine Beziehung, die spiter von Lohmann u.a.* auch fiir die Muskel- 
titigkeit bestatigt wurde. Zwar hat sich die Theorie bisher nicht be- 
weisen lassen, nach der das maligne Wachstum der Tumorzelle eine 
Funktion des gestérten Kohlenhydratstoffwechsels darstellt (Lichholtz® 
und Keil®). Nach unseren Kenntnissen sind vielmehr die Wachstums- 
eigenschaften der Tumorzelle unabhangig von den bis heute unter- 
suchten Teileigenschaften des Stoffwechsels. Indessen hat sich insofern 
eine Beziehung zum Kohlenhydratstoffwechsel der Sarkomzelle auf- 
decken lassen, als nach den Untersuchungen von Hichholtz, Zwerg und 
Kluge* nach Insulininjektion eine Sensibilisierung der Sarkomzelle 
gegen eine nachfolgende Réntgenbestrahlung erfolgt, wahrend gleich- 
zeitig das Adrenalin als Insulinantagonist die Wirkung der Réntgen- 
strahlen aufhebt, ja sogar eine Wachstumssteigerung der Sarkomzelle 
durch die vorher hemmende Réntgendosis herbeifihrt. 

Im Lichte dieser merkwiirdigen Sensibilisierungsversuche erschien 
es unverstandlich, daB in gleichzeitigen Versuchen tiber die Beeinflussung 
der Strahlenwirkung durch Mineralsalze — im Gegensatz zu Kalium-, 
Natrium- und besonders zu den stark wirksamen Calciumsalzen — 
die des Magnesiums véllig indifferent schienen (Eichholtz§). Indessen 
war in diesen friiheren Magnesiumversuchen die Bestrahlung erfolgt 


1 L. Kluge, diese Zeitschr. 242, 228, 1931. — ? Erdtmann, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 177, 211 u. 231, 1928. — * Kay, J. of biol. Chem. 89, 235, 
1930; Jenner u. Kay, ebenda 93, 733, 1931. — 4 Lohmann, diese Zeitschr. 
237, 445, 1931. — °F. Hichholtz, Schrift. d. Kénigsberger Gelehrten-Ges. 2, 
23, 1933. — * W. Keil, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 167, 338, 1932. 
— 7 F. Eichholtz, H. G. Zwerg u. L. Kluge, ebenda 174, 210, 1933. — 
8 F. Bichholtz, a.a. O. 
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1), Stunde nach Injektion der Magnesiumsalze, obwohl der Vorgang 
der An- und Abflutung der Magnesiumverbindungen im Tumor 
nicht untersucht war, und infolgedessen nicht feststand, ob iber- 
haupt zu diesem Zeitpunkt schon eine merkliche Steigerung des Mag- 
nesiumgehalts im malignen Gewebe vorhanden ist. 

Es wurde daher notwendig, die Ablagerung von Magnesiumsalzen 
im Tumorgewebe zu verfolgen, besonders auch im Hinblick auf die 
Angabe, daB dieses Mineral im Tumorgewebe iiberhaupt nicht gespeichert 
wird (Lang'). Gleichzeitig hofften wir iiber die chemische Umsetzung 
des Magnesiumsalzes im Korper Naheres zu erfahren. Nach der ublichen 
Darstellung ist anzunehmen, daB das Magnesium sich gréBtenteils 
in ionisierter Form im Blute kefindet. Ebenso wahrscheinlich ist indessen, 
daB es auf Grund seiner chemischen Verwandtschaft zu bestimmten 
organischen Bestandteilen des Blutes in Beziehung tritt. Hierfiir 
kommen nach Lang besonders die im Blutserum vorhandenen Amino- 
siuren in Frage, die mit Magnesiumsalzen bestindige Komplexe bilden. 
So sind Verbindungen des Glykokolls mit den Magnesiumhaloiden 
dargestellt worden vom Typus: MgCl, -- 2 Glykokoll + 2 H,O, die als 
Komplexe des Magnesiums mit der Koordinatenzahl 4 aufzufassen 
sind (Pfeiffer?). Nach Lang* ist die Existenz derartiger Aminosaduren- 
Magnesium-Verbindungen im Blute sehr wahrscheinlich. Ebenso sicher 
ist indessen, da} das Magnesium auch zu anderen organischen Schwer- 
metallkomplexbildnern des Kérpers in Beziehung treten wird. 


Methode. 


Die verwandte Methode ist an anderer Stelle eingehend beschrieben 
worden (Hichholtz*). Sie beruht darauf, daB multiple Impfsarkome beim 
gleichen Tier einen mit geringem Fehler konstanten Magnesiumgehalt 
aufweisen. Hierzu wurden weiBe Ratten im Gewicht von 90 bis 140 ¢ 
verwandt, die 10 bis 14 Tage friiher mit multiplen Sarkomen geimpft waren. 
Derartige Geschwiilste besaBen einen Durchmesser von 15/15 bis 20/20 mm 
und ein Gewicht von ungefahr 2 g. Im Versuch wurde zunachst ein Kontroll- 
tumor vor der Magnesiuminjektion exstirpiert, der zweite, dritte und vierte 
Tumor 2, 4 und 8 Stunden nachher. Innerhalb dieser Zeit erfolgt namlich, 
wie Vorversuche ergeben hatten, die An- und Abflutung der Magnesium- 
salze. Da in entsprechenden Versuchen von Kluge® eine Stérung im Gewebs- 
austausch durch gleichzeitige Narkose festgestellt worden war, muBte 
wiederum auf die sonst iibliche rektale Avertinnarkose verzichtet werden. 
Die Verarbeitung und Analyse der Tumoren erfolgte wie iiblich in Doppel- 
bestimmungen. 


Die untersuchten Magnesiumsalze wurden in wiasseriger Lésung in 
einer Menge von 70mg Magnesium pro kg Ratte subcutan injiziert. Das 








1 Lang, Zeitschr. f. klin. Med. 122, 206, 1932. — 2 Pfeiffer, Organ. 
Molekularverbindungen. Stuttgart 1927. — * Lang, a.a.O. — 4 F. Eich- 
holtz, diese Zeitschr. 235, 170, 1931. — ° L. Kluge, a. a. O. 
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entspricht der halben narkotischen Dosis. Vom MgSO, und MgCl, wurde 
eine 25 %ige Lésung der kristallisierten Salze verwandt, so daB vom MgSO, 
0,28 cem, vom MgCl, 0,24 ccm pro 100g Ratte zu injizieren waren. Das 
brenzeatechindisulfosaure Magnesium wurde aus dem Natriumsalz dieser 
Verbindung und Magnesiumoxyd in soleher Konzentration dargestellt, daB 
die gleiche Magnesiummenge in 0,5 ccm enthalten war. 


Ergebnisse. 

Kine auffallende histologische Verinderung der Tumoren infolge 
der Magnesiuminjektion konnte nicht festgestellt werden. Dagegen 
spielten sich im Mineralgehalt der Tumoren deutliche Veranderungen 
ab, die in der beifolgenden Tabelle I zusammengestellt sind. Dem- 
entsprechend ist die Anflutung von Sulfat und Chlorid annahernd die 
gleiche. Sie erreicht in 4 Stunden den Héhepunkt, um nach 8 Stunden 
wieder den Ausgangswert zu erreichen. Es sind demnach deutliche 
Unterschiede gegentiber der Anflutung der Calciumverbindungen 
nachzuweisen, die bereits in 2 Stunden den Héhepunkt der Anreicherung 
erreichen und auch entsprechend rascher wieder abfluten (Kluge'). 
Auch ist der absolute Anstieg im Magnesiumgehalt des Tumors sehr viel 
geringer als bei den entsprechenden Calciumsalzen, die viermal starker 
gespeichert werden. Bemerkenswerterweise wird — ebenso wie die ent- 
sprechende Calciumverbindung — das brenzcatechindisulfosaure Mag- 
nesium vom Tumor nicht meBbar aufgenommen. 

In den vorliegenden Versuchen wurde der Calciumgehalt der Tumoren 
mitbestimmt. Er wies keine sicheren Verainderungen auf, so daB auf 
die Wiedergabe der Versuchsergebnisse verzichtet wird. 

Man hatte erwarten sollen, daB das Magnesiumchlorid entsprechend 
der geringeren MolekilgréBe sowie der besseren Lipoidléslichkeit 
schneller in den Tumor eindringen wiirde als das Sulfat. Auch wenn 
man eine weitgehende [onisation der Magnesiumsalze annimmt, mui 
man nach Erfahrungen mit anderen Salzen damit rechnen, daB der 
anodisch wandernde Teil des Molekiils am Kation haften bleibt und 
nicht einfach ausgetauscht wird gegen andere Anionen des Blutes, 
so daB auch das ionisierte Salz gewisse Eigenschaften des Anions mit- 
schleppt. Demgegeniiber scheinen beim Magnesium rasch Reaktionen 
aufzutreten, die die verschiedenen Eigenschaften von Chlorid und Sulfat 
ausléschen. Es ist anzunehmen, daB die organischen Komplexbildner 
des Blutes sehr schnell mit den Magnesiumionen in Beziehung treten, 
so daB aus Chlorid und Sulfat des Magnesiums die gleiche organische 
Komplexverbindung entsteht und erst nach dieser Umsetzung in den 
Tumor eindringt. Dem entspricht die Tatsache, daB die Verteilung 
im KOorper sich grundlegend andert, sobald das Magnesium eine Komplex- 


1 L. Kluge, a.a. O. 
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bindung eingeht, wie das beim brenzcatechindisulfosauren Magnesium 
der Fall ist. 
Magnesium und Strahlenempfindlichkeit. 

Im Lichte dieser Erfahrungen uber die Anflutung von Magnesium- 
verbindungen im Tumor erschienen die friiheren Untersuchungen iiber 
die Strahlenempfindlichkeit als unzulanglich. Hierbei hatte sich namlich 
ergeben, daB Injektion von Magnesiumsalzen !/, Stunde vor der Réntgen- 
bestrahlung die Strahlenempfindlichkeit der Tumoren nicht verandert. 
In dieser Zeit aber ist eine meBbare Steigerung des Magnesiumgehalts 
im Tumor iiberhaupt noch nicht eingetreten. Der Héhepunkt der 
Anschwemmung ist vielmehr erst in 4 Stunden erreicht. Mit Hilfe der 
Methode der multiplen Sarkome wurde die Wachstumswirkung der 
{éntgenstrahlen gemessen nach Vorbehandlung der Tiere mit 0,3 ccm 
einer 25%igen MgSO,-Lésung, 4 Stunden vor der Bestrahlung mit 
250r. Da keine eindeutige Anderung der Strahlenempfindlichkeit 
auftrat, wird auf die Wiedergabe der entsprechenden Protokolle ver- 
zichtet. Auch dieser Versuch ergibt also keinen Anhaltspunkt fiir eine 
,,Krebsfeindlichkeit** des Magnesiums im Sinne Delbets. 


Notiz tiber die Steigerung der Strahlenempfindlichkeit des Sarkoms durch 
Vorbehandlung mit Calciumsalzen. 

An anderer Stelle (Lichholtz') ist die Tatsache beschrieben worden, 
daB Vorbereitung der Tiere mit Calciumsalzen zu einer erhéhten Strahlen- 
empfindlichkeit der Tumoren fiihrt. Diese Vorbereitung erfolgte 
15 Minuten vor der Réntgenbestrahlung. Nun ist in dieser Zeit nur eine 
geringe Anflutung von Calcium im Tumor erfolgt, der Héhepunkt 
dieser Anflutung wird vielmehr erst in 2 Stunden erreicht (Kluge?). 
Nach wiederholten Kontrollen betraigt die Wachstumshemmung der 
Tumoren nach Bestrahlung mit 250r mit Hilfe der von Hichholtz an- 
gegebenen Methode 18%. Nach Vorbereitung mit 30 mg CaCl, subcutan 
pro 100g sind an Gruppen von je 6 bis 8 Tieren folgende Werte fiir 
die Wachstumshemmung bestimmt worden: 





Intervall bis 
zur Réntgen- 


Intervall bis 


A Wachstums- 
zur Riéntgen- 


Wachstums- 


bestrahlung eee bestrahlung hemmung 
Min. %, Std. % 
15 52 1 | 19 
30 45 D) 1 


Ks ergibt sich, daB die beobachtete Calciumwirkung auBerordentlich 
rasch abklingt. Bereits nach 1 Stunde werden die Normalwerte der 

1 F. Eichholtz, Schrift. d. Kénigsberger Gelehrten-Ges. 1933, Heft 2. 
— *? L. Kluge, a.a.O. 
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Wachstumshemmung durch die obige Réntgenstrahlendosis erreicht. 
Diese ist daher unabhangig von der Anflutung des Calciums im Tumor- 
gewebe. Es liegt vielmehr nahe, an eine katalytische Wirkung der 
Calciumsalze zu denken. 


Tabelle I. Steigerung des Magnesiumgehalts im Tumor in 
Milligramm pro 100g Trockensubstanz. 





Substanz 2 Std. 4 Std. 8 Std. 
27,4 —- -- 
| 11,6 37,8 si 
MgSO, + 7H,O : _ y 8,2 — 1,9 
| 14,6 21,4 0,1 
6.9 19.5 — 8,0 
Im Mittel: 15,1 21,7 — 33 
_ 35,7 — 
3,4 20,3 — 
Q: ne 
ee a ys “ 
11,2 6,6 — 7,2 
a 13,3 eee 08 : 
Im Mittel: 10,6 18,2 — 3,2 
| can — 99 — 
Brenzcatechindisulfosaures — — 14,2 —- 
Magnesium — — 0,6 — 32 
— — 31 
Im Mittel: — — 6,4 — 8,2 


Zusammenfassung. 


1. MgCl, und MgSO, werden nach subcutaner Injektion mit gleicher 
Geschwindigkeit vom Tumor aufgenommen und wieder abgegeben. 
Demgegeniiber dringt das brenzcatechindisulfosaure Magnesium nicht 
in den Tumor ein. 

2. Die Aufnahme der Magnesiumsalze im Tumor erfolgt langsamer 
als bei den entsprechenden Calciumsalzen, entsprechend dem trageren 
Stoffwechsel der Magnesiumverbindungen. Auch die Gesamtmenge 
des aufgenommenen Magnesiums ist viel geringer als bei den entsprechen- 
den Calciumsalzen. 

3. Im Calciumgehalt des Tumors tritt bei Magnesiumanflutung 
keine Anderung ein. 

4. Die Strahlenempfindlichkeit von malignem Gewebe wird durch 
Mineralisation mit Magnesiumsalzen nicht verdndert. 

5. Die Steigerung der Strahlenempfindlichkeit der Rattensarkome 
durch Calciumsalze erreicht bereits nach 15 Minuten ihren Héhepunkt 
und ist unabhingig von der Anflutung der Calciumsalze im Tumor. 








Wirkung von Roéntgenstrahlen 
auf Kolloidzustand und Aminosiauregehalt von Rattensarkomen. 
Von 
P. Szendré, E. Schleicher und L. Kluge. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Eingegangen am 22. Januar 1935.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 

I. 

Bei Rontgenbestrahlung von wasserigen EKiweiblésungen im 
Reagenzglase erfolgt eine Veranderung ihres Kolloidzustandes (Wels?). 
Es wird vielfach angenommen, da8B auch bei der Einwirkung einer wachs- 
tumshemmenden Réntgendosis auf maligne Tumoren in situ eine 
aihnliche Verinderung des Kolloidzustandes eintritt. Eine experimentelle 
Bestatigung dieser Annahme ist bisher nicht erfolgt. Die von Eichholtz* 
eingefiihrte Methode der multiplen 4 
Impfsarkome gab die Méglichkeit, 4 





\unbestrahlt | 


diese Frage zu entscheiden. 13 
f 
2 
Methode. 
11 


Die Tiere wurden doppelseitig mit 
Sarkomen iiberimpft, die in 10. bis 
14 Tagen die geniigende GréBe besaBen. * 
Das eine dieser Sarkome wurde mit 8 
500 r bestrahlt, eine Dosis, die die 7 
Wachstumsgeschwindigkeit auf ungefahr 6 
die Halfte herabsetzt (Hichholtz*), wie 5 
wiederholte Versuche gezeigt haben. Das ‘ 
andere Sarkom blieb als Kontrolle unbe- 
strahlt. 24 bis 72 Stunden nach der Be- ¢ 














strahlung wurden die Tiere getétet und é 

die Tumoren exstirpiert. Markig aus- 1—-t + 

sehende Stiicke des Tumors, méglichst Lt 

sehen Stiicke des Ti S, ig %5 4040 OT 


ohne nekrotische Stellen, im Gewicht von 
1 g wurden in m/15 Phosphat- oder n/10 
Acetatpufferlésung (20 cem) mit Sand verrieben, aufgekocht, zentrifugiert 
und im Vakuum eingedampft. Nach Uberfiihrung in einen Kjeldahl-Kolben, 
unter mehrmaligem Nachspiilen, wurde der Extrakt mit Schwefelsiure 
eingeascht. Die so erhaltene Lésung von Mineralsalzen wurde in ein 10 cem- 
MeBk6lbchen iiberfiihrt und bis zur Marke aufgefiillt. 1/,,; der so erhaltenen 
Lésung, entsprechend 0,066 g Sarkom, wurde in eine Apparatur fiir Mikro- 
bestimmung von Ammoniak iiberfiihrt und mit n/50 Saure bzw. Lauge 
titriert. Die so erhaltenen Werte sind in Kurve I zusammengestellt. 
An den einzelnen Kurvenpunkten sind in Klammern die Zahi der durch- 


Abb. 1. 


1 P. Wels, Pfliigers Arch. 219, 738, 1928. — 2? F. EHichholtz, diese Zeitschr. 
235, 170, 1931. — % Derselbe, Schrift. d. Kénigsberger Gelehrten-Ges. 
1933, Heft 2. 





332 P. Szendré, E. Schleicher u. L. Kluge: 


gefiihrten Versuche angegeben. Die entsprechenden Versuchsprotokolle 
sind im pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg einzusehen. 

Aus der Kurve ergibt sich eine weitgehende Identitat im Stickstoff- 
gehalt der EiweiBextrakte, die bei gleichem px aus bestrahlten und 
unbestrahlten Tumoren gewonnen wurden. Ein eindeutiger Unterschied 
ist bei keiner Reaktion festzustellen. Durch die Réntgenbestrahlung 
tritt ebensowenig eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes ein, 
der bei den Proteinen bestrahlter wie unbestrahlter Tumoren bei px 5,5 
liegt. Den obigen Ergebnissen ist anzufiigen, daB keine wesentlichen 
Unterschiede im Kolloidzustand auftreten, ob die Tumoren am ersten, 
zweiten oder dritten Tag nach der Réntgenbestrahlung exstirpiert 
wurden. 

II. 

Nachdem durch diese Untersuchungen wahrscheinlich gemacht 
war, daB die Wachstumshemmung durch Réntgenstrahlen nicht mit einer 
Veranderung des Kolloidzustandes der EiweiBkérper einhergeht, hatten 
wir die weitere Méglichkeit zu erértern, ob vielleicht die chemische 
Zusammensetzung der EiweiBkérper durch die Bestrahlung verandert 
wird. Derartige Umbauvorginge von EiweiBkérpern sind zuerst von 
Miescher! beschrieben worden, in letzter Zeit hat Schenck? mit seinen 
Mitarbeitern anschlieBend an die Wirkung von Hormonen, Vitaminen, 
Giften, Toxinen auch die Wirkung von Réntgenstrahlen untersucht 
und hat festgestellt, daB eine tiefgreifende Veranderung in der Zusammen- 
setzung der LebereiweibBstoffe erfolgt. In spiteren Versuchen an Ratten- 
sarkomen hat sich ein ahnlicher EinfluB der Réntgenbestrahlung nicht 
gezeigt. 

Da wir der Ansicht sind, daB chemische Untersuchungen an Ratten- 
sarkomen nur nach eindeutiger Festlegung des methodischen Fehlers 
erfolgen sollen, und daB infolgedessen erst die Methode der multiplen 
Impfsarkome es uns erlaubt, in dieser Hinsicht eindeutige Feststellungen 
zu machen, so haben wir dieses Problem, das fiir die Wachstumsvorgange 
im Tumor von grundlegender Bedeutung ist, noch einmal aufgenommen. 

Leider ist es zur Zeit nicht méglich, simtliche im Eiweib aufgefundenen 
Aminosiuren in der relativ geringen Menge von Sarkomgewebe quanti- 
tativ zu bestimmen. Zuverlissige Bestimmungsverfahren fiir derartig 
kleine Mengen liegen vor allem vor fiir Cystin, Tyrosin und Tryptophan. 
Diese drei Aminoséuren sind besonders auch deswegen von Interesse, 
weil sie vom Tierkérper nicht synthetisiert werden kénnen, gleichzeitig 
lebenswichtig sind und infolgedessen lJeichter von Umbauvorgangen 
betroffen werden. Die Beziehungen des Cystins zu den oxydoreduktiven 


1 F, Miescher, Histochem. u. phys. Arb. II. F. C. W. Vogel, 1897. 
— 2 E.G. Schenck u. Mitarbeiter, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 170, 
151, 1933; 178, 260, 1933; 178, 269, 1933; 173, 278, 1933; Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 215, 87, 1933. 
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Vorgingen des Gewebes, die periphere Stellung des Tyrosins im Eiweib- 
molekil, die seine leichte Abspaltung zur Folge hat, lieB gerade bei 
diesen beiden Aminosduren einen EinfluB wachstumshemmender 
Roéntgendosen vermuten. 

Methode. 

Wiederum erfolgte die Exstirpation der bestrahlten Tumoren gleich- 
zeitig mit dem unbestrahlten Kontrolltumor 24, 48 bzw. 72 Stunden nach 
der Réntgenbestrahlung (50071). 

Die Bestimmung des Tryptophans erfolgte in einem aliquoten Teil des 
Sarkoms ohne vorherigen AufschluB, die von Cystin und Tyrosin nach 
Hydrolyse mit 25 %iger Salzsiure im zugeschmolzenen Bombenrohr bei 120° 
durch 12 bis 14 Stunden. Bestimmung des Cystins. Das Hydrolysat wurde 
mit einer Messerspitze Kaolin geklart, filtriert und mit destilliertem Wasser auf 
100 cem aufgefiillt. 25 cem dieser Lésung wurden auf dem Wasserbad einge- 
dampft, der Riickstand in destilliertem Wasser gelést und das Cystin nach der 
kolorimetrischen Methode von Folin! bestimmt. Der Fehler der Methode be- 
tragt etwa 5%. Bei Doppelbestimmungen in demselben Sarkom betrug der 
héchste Fehler 17,4 %, bei Bestimmungen in einem unbehandelten Sarkom- 
paar bis 12.3%. Die Bestimmung des Tyrosins erfolgte in je 5 cem des auf 
100 cem verdiinnten Hydrolysats nach der von Folin angegebenen Methode 
mit Hilfe des Phenolreagens. Der Fehler der Bestimmung betragt 5%. Die 
bei der Untersuchung von Doppelsarkomen gefundenen Unterschiede be- 
trugen im Héchstfall 36°. Die Bestimmung des Tryptophans wurde nach der 
Methode von May und Rose? in je 0,2 bis 0,3 g Tumor nach Zusatz von 
verdiinnter Salzséure (1: 1) und p-Dimethylamino-benzaldehyd ausgefiihrt. 
Der Fehler der Methode betragt etwa 2%. In Doppelsarkomen ergaben die 
Bestimmungen Abweichungen von héchstens 31,1 %. 


Ergebnisse. 

Der Gehalt von Doppelsarkomen, von denen das eine als Kontrolle 
unbestrahlt blieb, wahrend das zweite mit der wachstumshemmenden 
Réntgendosis von 5007 bestrahlt worden war, wird in der folgenden 
Tabelle wiedergegeben. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, konnte ein Unterschied im Amino- 
siurengehalt nach 24, 48, 72 Stunden zwischen dem bestrahlten Sarkom 
und dem unbehandelten nicht festgestellt werden. Die Zahlen ent- 
sprechen vielmehr denjenigen, die bei Bestimmung im gleichen Sarkom 
oder bei Bestimmung im unbehandelten Sarkom gefunden worden sind. 

AnschlieBend an die obigen Versuche haben wir noch die letzte 
Moglichkeit erwogen, ob namlich — trotz des gleichbleibenden Kolloid- 
zustandes und trotz fehlender Verainderung in der Gesamtmenge der 
Aminosauren — der chemische Aufbau der bei bestimmter Reaktion 
léslichen EiweiBfraktionen Unterschiede im Gehalt der Aminosauren 
aufweist. AnschlieBend andie Arbeiten von Schenck haben wir in einer 
besonderen Versuchsreihe im bestrahlten bzw. unbestrahlten Sarkom den 
Gehalt des nicht koagulablen EiweiBes an Tyrosin, Tryptophan und 


1 Folin u. Marenzi, J. of biol. Chem. 88, 89, 1929; 108, 109, 1929. — 
2 OC. May u. E. R. Rose, J. of biol. Chem. 54, 213, 1922. 





334 P. Szendré, E. Schleicher u. L. Kluge: 


In 100 g frisechem Sarkom sind enthalten in mg: 





Zeit zwischen 
Réntgen- 
bestrahlung Trypto- a : ‘ : P 
und Entnahme ohn Differenz Cystin Differenz Tyrosin Differenz 
des Tumors 


Std. 9/9 9% 9 
24 139,6 204,9 der 1317,7 Me 
118,6* | — 186 | 9999 | Mittelwerte 14275* + 7,6 
160,3* | 90 
24 189 | 99 | Mae | dee 1196,0 pe 
116,5* a 140,0* | Mittelwerte 1359,3* — Mittelwerte 
169,7* | + 7,7 | 15632" 4 ang 
24 100.2 on | 1295 | 1163.0 
g31* — 70 sgooe, + 88 778,9*  — 33,0 
24 92,5 149.9 | 894,6 J 
77,2* | — 164 | spe | + 0,6 gogoe = + 15 
48 65,4 <> | 120,8 1154.5 
875* | + 25,2 120'3 _ der 1325'8 _ der 
’ 133.2% Mittelwerte 1783'4* Mittelwerte 
139,2* +114 | igos'oe + 88,2 
48 78,7 . 1644 1345,3 
65* | — 11,6 188g + 12,8 1710.7" + 21,8 
48 95,8 193.7 1220,0 
846+ | — 116 | i698 i ae 1236,8 |... der 
140 6* ittelwerte 12374* } littelwerte 
147,3* | 20:5 | so09%4e = + (0,4 
48 108,2 189,5 1291,8 
90,7* —161 | 195% oe 11654 |... der 
164.9* 3 itte werte 1263'5* Mittelwerte 
179,0*  — 74 | j304’3e «= + 5,0 
72 46,8 1 49 || 222.0 1872.8 der 
80,8* ig 194,7 - 1984.4 Mittelwerte 
292° 2664,4* 4976 
204.9% 
72 43,0 ~ | 1440 1165,7 
66,3" +35 | 1419 a 16881 | 44.,de° 
138,2* 1630.4 Mittelwerte 
23344* + 40,0 
72 56,1 der 120.5 1621,2 der 
77.4 Mittel- | 120°1 +20,0 | 1045.5 | Mittelwerte 
78,7 werte 145,8* 1474,1* + 10,9 


110,3* + 34,4 


* Bestrahlter Tumor. 


Cystin bestimmt. Alle Bestimmungen wurden in Filtraten der Tumoren 
ausgefiihrt, die durch halbstiindige Extraktion des fein zerriebenen Ge- 
webes mit der zehnfachen Menge 2 %iger Kssigsiure erhalten worden 
waren. Hierbei ergab sich, daB der Gehalt an extrahierbarem Cystin so 
gering war, daB die kolorimetrische Methode keine zuverlassigen Werte 
ergab. Von einer zahlenmaBigen Wiedergabe dieser Ergebnisse wird 
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daher abgesehen, die Farbstarke der Extrakte lieB jedoch keinen Unter- 
schied zwischen bestrahltem und unbestrahltem Tumor erkennen. Der 
Vergleich des Tryptophans und Tyrosingehalts ist in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. 


In 100g frischem Sarkom sind enthalten in mg: 





Zeit zwischen 
Roéntgenbestrahlung | 


und Entnahme des Tryptophan Differenz Tyrosin Differenz 
Tumors 

Std. | yo 0 "lo 
24 10,3 185 

18,3* + 43,7 151* — 183 
24 14,3 99 

22.3% + 35,9 107* + 16,8 
48 14,7 129* 

20,5* + 28.2 147 — 12,2 
48 13,7 116 

17,0* + 20,5 120* + 33 
72 15,0 | 140* 

16,9* + 11,2 125 + 10,7 
72 8,2 120* 

14,5* + 43,4 68 + 43,3 


* Bestrahlter Tumor. 


Die aus dieser Tabelle sich ergebenden Unterschiede an Tryptophan 
und Tyrosin reichen kaum iiber den methodischen Fehler der einzelnen 
Bestimmungen hinaus, obwohl insbesondere beim Tryptophan der 
gleichmaBige Ausschlag in Richtung einer Vermehrung des Tryptophans 
in bestrahlten Tumoren auffallend ist. In dieser Frage ist noch nicht das 
letzte Wort gesprochen. 

Zusammenfassung. 


1. Die Bestimmung der drei Aminoséuren Tyrosin, Cystin und 
Tryptophan in gleichzeitig gesetzten multiplen Impfsarkomen ergeben 
innerhalb der iiblichen Fehlergrenzen iibereinstimmende Werte. 

2. Nach Behandlung mit wachstumshemmenden Réntgendosen 
(500 r) weisen die bestrahlten Tumoren gegeniiber den unbehandelten 
in ihrem Gehalt an den genannten Aminosauren keinen deutlich erkenn- 
baren Unterschied auf. 

3. Der Gehalt an den genannten Aminosauren im nicht koagulablen 
EiweiBanteil der bestrahlten Tumoren zeigt ebenfalls gegeniiber den 
unbestrahlten nur geringfiigige Unterschiede. 

4. Bei einer wachstumshemmenden Réntgendosis sind Verande- 
rungen des Kolloidzustandes der EiweiBkérper nicht festzustellen. 
Ebensowenig zeigt sich eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes. 








Vergleichende Untersuchung des Fett- und Lipoidgehalts 
des Blutes in der rechten und linken Herzkammer. 


Von 
Taisuke Kuriyagawa, Hirowo Okawa, Kichiro Tajima, Tatsuo Hatakeyama 
und Shigehiro Katsura. 


(Aus der Kumagai-Klinik an der Tohoku-Universitat zu Sendai.) 


(Eingegangen am 23. Januar 1935.) 


Roger und Binet! gaben im Jahre 1921 an, daB das Blut der rechten 
Herzkammer mehr Fette enthalte als das der linken, und behaupteten, 
daB die Fette in der Lunge fixiert (lipopéxie) und gespalten (lipodiérése) 
werden. 

Abelous und Soula® fanden, daB der Cholesteringehalt des Blutserums 
der rechten Herzkammer héher liegt als der der linken Kammer. Nach 
Grigaut und Yovannovitoh® besteht auch beim Lecithin das selbe Verhiltnis. 
Bugnard und Soulat;5 meinten, da Cholesterin waihrend der Lungen- 
passage aus dem Blutplasma in die Kérperchen iibergehe, wobei das py des 
Blutes eine wichtige Rolle spielt. Cantoni *, Markowitz und Mann’, Cacuri® 
und Hoppe® konnten die Ergebnisse der franzésischen Autoren nicht be- 
statigen. Sie fanden naimlich, daB der Fettgehalt des Blutes der rechten 
Kammer gleich hoch liegt wie der der linken oder nur ganz unbedeutend 
verschieden ist. Auf Grund dieses Befundes und auch aus anderen Griinden 
verneinten sie die aktive Beteiligung der Lunge am Fett- und Lipoidstoff- 
wechsel. Vor ganz kurzem hat indessen Oliaro!® bei Kaninchen einen auf- 
fallend viel héheren Blutfettgehalt des rechten Herzens gefunden und 
gemeint, daB er die Angabe von Roger und Binet vollstandig bestatigen 
k6énne. 

Uber die Rolle der Lunge beim Fettstoffwechsel besteht also ein 
scharfer Meinungsunterschied. Um diese Frage zu_ klaren, haben 
auch wir wieder den Fett- und Lipoidgehalt des Blutes beider Herz- 
kammern miteinander verglichen. 


Methodisches. 


Als Versuchstiere benutzten wir Hunde und Kaninchen. Nach 24stiin- 
digem Hungern fesselten wir sie in Riickenlage und legten die V. jugul. ext. 
dext. bloB. Dieses Gefa8 wurde dann proximalwarts unterbunden und von 


1 Bull. de l’Acad. de Méd. (3) 86, 129, 1921; C. r. Soc. Biol. 86, 79 u. 203, 
1922. — 2? C. r. Soe. Biol. 85, 6, 1921. — * Ebenda 92, 17, 1925. — 4 Ebenda 
102, 369 u. 550, 1929. — °C. r. Soe. Acad. Sci. 191, 1382, 1930. — *® Atti 
d. Reale Accad. d. Lincei (VI) 10, 446, 1929. — 7 Amer. J. of Physiol. 98, 521, 
1930. — ® Ref.: Kongrzbl. f. ges. inn. Med. u. Grenzgeb. 65, 402, 1932. — 
® Zeitschr. f. exper. Med. 89, 97, 1933. — 1° Ebenda 91, 366, 1933. 
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hier aus eine mit einem fest anliegenden Mandrin versehene Metallsonde 
herzwarts eingefiihrt. Es ist nicht immer leicht, die Sonde richtig in die 
rechte Herzkammer einzufiihren; sie kann in der Tasche des rechten Herz- 
ohres stecken bleiben oder auch bis in die V. cava inf. eindringen. Wir 
haben entweder vor dem Versuch durch Nachpriifen unter Réntgendurch- 
leuchtung nach verschiedenen Richtungen hin festgestellt, daB die Spitze 
der Sonde richtig in der rechten Herzkammer lag, oder nach dem Versuch 
uns durch Eréffnung des Herzens der richtigen Lage der Sonde versichert. 
Bei einigen Versuchen haben wir die Spitze der Sonde in der V. cava sup. 
liegen lassen. Die Sonde kann durch einen diinnen Gummischlauch mit 
einer Spritze verbunden werden. 

Anderseits wurde die A. carotis comm. sin. abprapariert. 

Aus der A. carotis und der rechten Kammer oder der V. cava sup. 
entnahmen wir durch Punktion bzw. Ausziehen aus der Sonde ganz gleich- 
zeitig je etwa 3ccm Blut. 

Nach der ersten Blutentnahme fiihrten wir mit einer Schlundsonde 
Oliven6él oder Milch in den Magen ein, und weitere Blutentnahmen erfolgten 
auf ganz gleiche Weise in verschiedenen Zeitabstanden. 

Der Gehalt an Phosphatiden, freiem Cholesterin, Cholesterinestern und 
Neutralfetten des Blutplasmas oder -serums und der Kérperchen ist nach 
der titrimetrischen Methode von Katsura, Hatakeyama und Tajima! be- 
stimmt worden. 


Versuchsergebnisse. 


Wir haben an sieben Hunden und fiinf Kaninchen Versuche an- 
gestellt. Bei zwei der sieben Hunde wurde die Sonde in die V. cava sup., 
bei den tbrigen fiinf bis in die rechte Herzkammer eingefiihrt. Die 
Ergebnisse bei diesen fiinf Hunden und den fiinf Kaninchen waren 
im groBen und ganzen ahnlich. Im folgenden sollen einige Beispiele 
gegeben werden. 


Tabelle Il. Hund, o’, 15 kg, 100 ccm Olivenél gegegeben. Bestimmung 
der Lipoide des Blutserums in mg/dl. 





‘rei Ver- 7 
Std. nach Belastung Phos- a — estertes oe Neutral- Gesamt- 
und Quelle des Blutes  phatide aterin stavin = outer fette lipoide 


Vor |™ Kammer. . || 282 51 117 66 107 130 570 
| A. carotis . . 279 52 112 60 97 132 560 


5 + Kammer. . || 292 55 125 70 113 240 700 
A. carotis . . || 295 53 127 74 120 | 229 697 

g |: Kammer. . 309 50 129 79 128 190 677 
| A. carotis . . | 315 5D 139 84 136 199 696 


7 Kammer. . | 334 58 131 73 118 180 690 
A. carotis . . || 329 58 136 78 126 | 175 688 


{r. Kammer. . || 335 55 145 90 146 165 701 
\ A. carotis . . || 330 54 145 91 147 | 159 | 690 


1 Diese Zeitschr. 269, 231, 1934. 
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Im Versuch der Tabelle I wurde bei einem Hund der Lipoidgehalt 
des Blutserums aus der rechten Herzkammer und der A. carotis vor, 
und 5, 6, 7 und 9 Stunden nach Belastung mit 100 cem Olivendl unter- 
sucht. In den Versuchen von Tabelle Il und III wurde der Lipoidgehalt 


Tabelle Il. Hund, o', 16kg, 100 cem Olivenél gegeben. Bestimmung 
der Lipoide des Blutplasmas und der Blutkérperchen in mg/dl. 





i Ver- | | 
. Freies Gesamt- Chole- |, | 
Std. sh Belast || Phos- . Ape stertes Font | Neutral- | G t- 
a Quelle deo Btuiee phatide pe est o= ‘Chole- oo fette | lipoide 
Plasma. 

Vor | ™ Kammer. . 190 48 113 65 105 70 413 
Or. A. carotis .. | 185 | 46 | 108 | 62 | 100 | 66 | 897 
g |i Kammer. . 214 | 53 124 71 115 195 577 

| A. carotis . . 228 | 55 128 73 118 190 591 

7{t Kammer. . 238 | 55 132 77 125 210 628 

| A. carotis . . 247 | 58 135 82 | 1838 227 | «#660 
Kérperchen. 

Vor | ™ Kammer. . 465 197 23 685 

°F \A.carotis .. 480 | 203 | 21 654 
} 

6 {r. Kammer. . 473 | 194 | 20 | 687 

| A. carotis . . 459 208 23 | 690 

- {r. Kammer. . 447 | 203 | 26 | 676 

| A. carotis .. 455 | 210 21 | 686 


Tabelle III. Hund, 18 kg, 100cem Olivenél gegeben. Bestimmung 
der Lipoide des Blutplasmas und der Blutkérperchen in mg/dl. 








| ae | Ver- aos 
: Freies | Gesamt- | Chole- 

Std. nach Belastung Phos- | estertes : Neutral- | Gesamt- 
und Quelle des Hlutes phatide a ae Chole- yond fette lipoide 
Plasma. 

Vor {r. Kammer. . 182 | 47 | 107 60 97 | 56 332 
OF | A.carotis . . || 182 43 101 58 94 55 324 
g {T. Kammer. . 186 54 125 71 115 95 450 
“ | A. carotis . . || 178 53 122 69 | 112 | 99 442 


; {r.Kammer. . | 209 | 52 | 128 76 | 128 | 86 | 470 
° \A.carotis .. | 202 | 50 | 122 | 72 | 117 | 82 | 451 


r.Kammer. . || 289 | 54 | 181 | 77 | 125 | 95 | 518 
A. carotie . . | 230 | 52 | 126 74 | 120 | 90 | 492 
Korperchen. 
Vv r. Kammer. . | 426 | 191 | | | 28 645 
oF | A. carotis | 440 | 202 | 80 | 672 
5 |r» Kammer . . |} 451 | 198 | | | 19 | 668 
° | A. carotis 430 | 201 | 28 | 654 
r. Kammer. . || 446 | 199 | | 20 | 665 
A. carotis . .|| 456 | 202 | | | | 19 | 677 








; 
4 
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des Plasmas und der Kérperchen im Blute aus der rechten Herzkammer 
und der A. carotis bestimmt. Man sieht aus diesen Versuchen, daB nach 
Olivenélbelastung Neutralfette, Phosphatide und Cholesterin-ester des 
Blutplasmas oder des Serums erheblich zunehmen, die der Blutkérperchen 
hingegen unverandert bleiben, was mit den Ergebnissen friherer Autoren 
bei Versuchen an Hunden und auch mit denen der Versuche J'ajimas! 
an Menschen iibereinstimmt. Jedenfalls liegt, sowohl vor der Belastung 
als auch im alimentar hyperlipamischen Zustand, der Lipoidgehalt 
des Blutplasmas oder -serums aus der rechten Herzkammer nicht 
héher als der aus der A. carotis. Vielmehr liegen die entsprechenden 
Werte innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung. Wir konnten also 
den Befund von Roger und Binet (|. c.) u. a. nicht bestatigen. Auch die 
Angabe von Bugnard (lL. c.) trifft nicht zu, da in unseren Versuchen keine 
Verinderung des Lipoidgehalts in den Blutkérperchen nachgewiesen 
werden konnte. 

Wie wir oben schon bemerkt haben, ist es nicht immer ganz leicht, 
die Sonde richtig bis in die rechte Herzkammer einzufiihren. Falls die 
Sonde in der V. cava superior liegen bliebe, miiBte das Verhaltnis 
anders werden. Tabelle 1V und V zeigen Versuche, bei denen wir die 
Sonde absichtlich nicht bis ins Herz eingefiihrt, sondern in der V. cava 


Tabelle IV. Hund, o, 15 kg, 100 cem Oliven6él gegeben. Bestimmung 
der Gesamtlipoide des Blutplasmas in mg/dl. 





Std. nach der Belastung 
Quelle des Blutes — we a ne 





vor 5 6 7 
V. cava sup. . . || 482 587 (+8%)  640(+10%) 615 (+7°%) 
A. carotis ... || 427 542 582 573 


Tabelle V. Hund, oc’, 20 kg, 100 cem Oliven6él gegeben. Bestimmung 
der Lipoide des Blutserums in mg/dl. 





Ge- | Ver- |, 
Std. nach Belastung | Phos- 2 | Pnec% eahanes o- Neutral- | Gesamt- 
und Quelle des Blutes | phatide st | chole- | Chole- | ° ater fette | lipoide 
oe sterin sterin S | 
Vor! V: cava sup.. | 210 | 58 | 125 72 | 117 70 =| 450 
°F| A. carotis. . | 206 | 50 118 | 68 | 110 75 =| 44 
 V. cava sup. . | 267 | 56 129 78 | 118 208 649 
5 (+ 56%) (+ 12%) 
|A. carotis.. 270 | 58 180) «77 :~| 125 | 138 581 
( V.cava sup. . 272 | 60 | 145 | 85 | 188 | 162 632 
6. (+ 35%) | (+ 10°) 
| a. carctis . . | 266 | 57 | 180 | 82 | 188 | 120 576 


1 Im Erscheinen. 
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superior haben ruhen lassen. Im Versuch von Tabelle IV ist der Gesamt- 
lipoidgehalt des Blutserums aus der V. cava sup. und der A. carotis 
und im Versuch von Tabelle V der Gehalt der einzelnen Lipoidfraktionen 
bestimmt worden. In der Tat liegt im alimentir hyperlipamischen 
Zustand der Gesamtlipoidgehalt des Cavaserums etwa um 10 % hoher als 
der des Carotisserums. Unter den einzelnen Lipoidfraktionen ist der 
Unterschied in den Neutralfetten am deutlichsten ; so enthalt im Versuch 
von Tabelle V das Cavaserum 30 bis 50°, mehr Neutralfette als das 
Carotisserum. Dies ist nicht verwunderlich, da der Chylus, der auf der 
Hohe der Fettresorption sehr viel Neutralfette enthalt, vom Ductus 
thoracicus und Ductus lymphaticus dexter! aus in die C. cava sup. 
einstrémt. Man mu8 daher vorsichtig sein und darf das Cavablut 
nicht mit dem Kammerblut verwechseln. 

In Tabelle VI und VII sind Versuche an Kaninchen angegeben. 
Tajima® hat gezeigt, da bei diesem Tier, im Gegensatz zur bisherigen 
Ansicht, deutliche alimentaire Hyperlipamie nachzuweisen ist. Wir 
haben Kaninchen mit Milch belastet und den Lipoidgehalt des Blut- 
serums aus der rechten Kammer und der A. carotis miteinander ver- 
glichen. Auch bei Kaninchen kann man sowohl vor dem, als auch im 


Tabelle VI. Kaninchen, o, 19kg, 200cem Milch gegeben. Be- 
stimmung der Lipoide des Blutserums in mg/dl. 








aE er eee Ver- 7 — 
Std. nach Belastung Phos- coor ‘ea estertes ae | Neutral- Gesamt- 
und Quelle des Blutes | phatide ntarin | horn pre enthie | fette lipoide 
Vor |: Kammer. . 94 24 65 41 66 130 314 
| A. carotis . . 92 23 62 39 63 132 310 
7 It Kammer. . 118 26 66 40 65 295 414 
\A. carotis .. 116 26 69 43 70 200 412 
yg |r. Kammer. . 114 25 68 43 69 217 425 
| A. carotis .. 115 27 72 45 73 209 424 


Tabelle VII. Kaninchen, o, 2,3kg, 200cem Milch gegeben. Be- 
stimmung der Lipoide des Blutserums in mg/dl. 





| . Ver- ’ 
Std. nach Belastung = Phos- | — ee estertes oc Neutral-  Gesamt- 
und Quelle des Blutes — phatide | arin sterin Chole- eater fette lipoide 
sterin 
Vor |" Kammer. . 94 26 | 57 31 50 87 257 
| A. carotis . . 91 24 57 33 53 85 253 
g |t- Kammer. . 127 31 62 31 59 6] «118 326 
| A. carotis . . 125 29 61 32 52 112 318 


' Tohoku J. exp. Med. 5, 294, 1924. — ? Diese Zeitschr. 276, 343, 1935. 
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alimentar hyperlipamischen Zustand keinen merklichen Unterschied 
zwischen dem Lipoidgehalt des Blutserums beider Herzkammern 
nachweisen; er liegt wiederum innerhalb der Fehlergrenze der Be- 
stimmung. 

Anders verhalt sich der Lipoidgehalt des Blutserums beider Herz- 
kammern, wenn die Fette nicht per os, sondern intravenés eingefiihrt 
werden. In Tabelle VIII zeigen wir einen Versuch, bei dem man einem 
Kaninchen 10 cem Yanol, eine Fettemulsion, in die Ohrvene injiziert 
hatte. Sofort nach der Injektion tbertrifft der Gesamtlipoidgehalt 
des Blutserums aus der rechten Kammer bei weitem den des Blutserums 
aus der A. carotis, wird aber bald darauf wieder mit dem letzteren 
gleich. Diese Erscheinung kénnte wohl mechanisch erklirt werden. 
Nach der Untersuchung von Sato! wird schwacher dispergierte Fett- 
emulsion bei intravenéser Kinspritzung reichlich in der Lunge zuriick- 
gehalten, gelangt von da allmahlich in die Leber und wird hier abgelagert. 
Fein emulgierte Fettrépfchen, wie Yanol, kénnen zwar gréBtenteils 
durch die Lunge hindurchgehen, aber ein kleiner Teil wird doch eine 
kurze Weile in der Lunge zuriickgehalten. Das Ergebnis des Versuchs 
in Tabelle VIII spricht gerade fiir das Ergebnis von Satos Untersuchung. 


Tabelle VIII. Kaninchen, o, 1,9kg, 10cem Yanol in V. auricularis 
sin. gespritzt. Bestimmung der Gesamtlipoide des Blutplasmas 
in mg/dl. 





Quelle des Zeit nach der Belastung 


Blutes B vor 3 Min. 30 Min. 1 Std. 2 Std. 6 Std. 
Rechte Kammer 230 468 288 276 240 234 
A. varotis. .. 228 372 290 270 252 237 


Aus den oben angefiihrten Resultaten unserer Versuche geht also 
hervor, daB der Fett- und Lipoidgehalt des Blutes der rechten und der 
linken Herzkammer auf gleicher Héhe liegt, insofern es sich um den 
niichternen oder alimentaér hyperlipémischen, also um den physiologi- 
schen Zustand handelt. Im alimentiar hyperlipamischen Zustand zeigt 
das Blutserum aus der V. cava sup. einen héheren Gehalt an Neutral- 
fetten als das aus der linken Kammer, was aus dem anatomischen Ver- 
halten der GefaBe verstandlich ist. Erst wenn eine relativ grobe Fett- 
emulsion in die Blutbahn gespritzt wird, dann zeigt das Blutserum 
der rechten Herzkammer einen héheren Lipoidgehalt als das der linken. 

In unseren friiheren Versuchen tiber den Fett- und Lipoidgehalt 
des Blutes bei Lungentuberkulésen haben wir? gesehen, daB auch bei 

' Sato, Tohoku J. exp. Med. 18, 120, 1931. — #? Schweiz. med. 
Wochenschr. 63, 622, 1933. 
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schweren Lungenkranken der Blutfettgehalt im normalen Bereich 
bleibt. Wenn die Lunge am Fettstoffwechsel aktiv teilnahme, wie Roger 
und Binet (l. c.) meinen, so miiBte wenigstens bei schweren Phthisikern 
vermehrter Blutfettgehalt gefunden werden, was aber in Wirklichkeit 
nicht der Fall ist. Nach alledem darf man wohl schlie8en, daB die Lunge 
beim physiologischen Fettstoffwechsel keine nennenswerte Rolle spielt. 


Zusammenfassung. 

1. Die vergleichende Untersuchung des Fett- und Lipoidgehalts 
des Blutplasmas und der Blutkérperchen ergibt sowohl im niichternen 
als auch im alimentar-hyperlipémischen Zustand keinen merklichen 
Unterschied zwischen beiden Herzkammern. 

2. Im alimentir-hyperlipamischen Zustand enthalt das Plasma 
des Blutes aus der V. cava sup. mehr Gesamtlipoide, vor allem mehr 
Neutralfette als das aus der linken Herzkammer. 

3. Durch intravenése Injektion einer Fettemulsion wird der Blut- 
serumlipoidgehalt des rechten Herzens héher als der des linken, was 
durch mechanisches, embolisches Steckenbleiben der Fettrépfchen 
in der Lunge zu erklaren ist. 

4. Beim physiologischen Fett- und Lipoidstoffwechsel spielt die 
Lunge héchstwahrscheinlich keine spezifische Rolle. 

















Beitrag zur Kenntnis der alimentiren Hyperlipamie. 
Von 
Kichiro Tajima. 
(Aus der Kumagai-Klinik an der Tohoku-Universitat zu Sendai.) 


(Bingegangen am 23. Januar 1935.) 


I. Uber die Veriinderungen des Blutfett- und Lipoidgehalts bei Menschen 
nach Olivenéldarreichung. 


Es gibt schon zahlreiche Arbeiten iiber die alimentare Hyperlipamie 
bei Hunden. Die meisten Autoren stimmen darin iiberein, daB nach 
peroraler Zufuhr von Olivené] bzw. Neutralfetten die Neutralfette, 
die Phosphatide und das Cholesterin des Blutes erheblich gesteigert 
werden. 


So gaben Reicher und Hagenau' an, da®B sie nach Darreichung von 
50 bis 65 g reinen Trioleins, d. h. lecithin- und cholesterinfreien Triglycerids, 
bei Hunden Zunahme von 37,8 bis 49,1% der Gesamtfette, von 42,7 bis 
51% Lecithin und von 49 bis 66,9°% Cholesterin im Blute nachweisen 
konnten. Bang*, Knudson®, Zucker *, Eckstein ®, Leites® und Wendt’? haben 
alle ahnliche Ergebnisse verzeichnet. 

Im Gegensatz zu den Untersuchungen an Hunden sind solche an 
Menschen noch sehr spiarlich ausgefiihrt und widersprechen auBerdem 
einander. Bang® stellte bei Menschen Versuche wie bei Hunden an und 
fand die Zunahme des Blutfettgehalts bei Menschen iiberhaupt sehr gering. 
Hiller, Linder, Lundsgaard und van Slyke® lieBen sechs gesunde Menschen 
pro kg 1g Butter zu sich nehmen und bestimmten den Blutfettgehalt, 
wobei sie nur 2,6% Zunahme des Lecithins und 5% Zunahme des Chole- 
sterins im Blutplasma fanden. Nach dieser Untersuchung ware es unstatthaft, 
nach den Versuchsergebnissen an Hunden auf das Verhalten des Menschen 
zu schlieBen. Neuerdings hat Wendt!® gesunde Menschen mit 100 g Oliven6! 
belastet und dadurch 15,3 % Zunahme an Phosphatiden und 12,7 % Zunahme 
an Cholesterin im Blutplasma bzw. -serum beobachtet; auf Grund dieser 
Versuchsergebnisse lehnte er die Behauptungen friiherer Autoren ab. In- 
dessen haben Wilson und Hanner! wieder angegeben, daB sie nach Verab- 
reichung von Sahne oder Lebertran bei Kindern keine Erhéhung der Phos- 
phatide und des Cholesterins im Blutserum gefunden haben. 


Zur Klarung dieser Frage beim Menschen und zu genauerer Er- 
kenntnis der Verinderungen der einzelnen Lipoidfraktionen im Blute 
nach Fettbelastung habe ich die folgenden Versuche angestellt. 


! Verhandl. d. Kongr. f. inn. Med. 28, 327, 1911. — ? Diese Zeitschr. 
91, 104 u. 111, 1918. — 3 J. of biol. Chem. 82, 337, 1917. — 4 Proc. Soe. exp. 
Biol. and Med. 17, 89, 1919/20. — °> Ebenda 20, 74, 1922/23. — ® Diese Zeitschr. 
184, 273, 1927. — 7 Klin. Wochenschr. 7, 2183, 1928. — ® Diese Zeitschr. 
90, 383, 1918; 91, 224, 1918. — ® J. of exp. Med. 39, 931, 1924. — ?° Diese 
Zeitschr. 250, 212, 1932. — ™ J.of biol. Chem. 106, 323, 1934. 
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Als Versuchspersonen dienten fiinf Kollegen und zwei Schwestern 
unserer Klinik. Nachdem sie am vorhergehenden Tage méglichst fettarme 
Nahrung zu sich genommen hatten, wurden ihnen morgens niichtern 2 bis 
3cem Blut aus der Armvene entnommen; diese wurden in ein Reagens- 
glaschen getan, das eine kleine Menge Natriumcitrat enthielt. Dann lieB 
man sie verschiedene Mengen (pro kg 0,1 bis 3cem) Olivenél (nach dem 
japanischen Arzneibuch) einnehmen, worauf weitere Blutentnahmen nach 
2!/, bis 8 Stunden folgten. Die Phosphatide, das freie Cholesterin, die 
Cholesterinester und die Neutralfette im Blutplasma oder -serum und in den 
Blutkérperchen wurden nach der Methode von Katsura, Hatakeyama und 
Tajima bestimmt. Bei den Blutkérperchen wurde das veresterte Chole- 
sterin meistens nicht bestimmt, da es in den Blutkérperchen fehlt. 

Zuerst wurde untersucht, ob das Olivené] phosphatid- und chole- 
sterinfrei ist. Nach dem japanischen Arzneibuch? besteht dies gréBten- 
teils aus Triglyceriden verschiedener héherer Fettsiuren. Ich habe zuerst 
0,063 g Olivenél in 100 cem Alkohol] gelést und mit 3 oder 2 cem dieser 
Lésung die einzelnen Lipoidfraktionen bestimmt. Nach meinen Er- 
mittlungen enthielt 1 ccm der Lésung 0,612 mg, d. h. etwa 97 % Neutral- 
fette. Phosphatide und Cholesterin waren dagegen unmeBbar. Man 
kann daher sagen, daB das Olivenél so gut wie phosphatid- und chole- 
sterinfrei ist. 

In Tabelle I und II sind Versuche angegeben, in denen pro kg 
3 ccm Olivenél verabreicht wurden, und der Lipoidgehalt des Plasmas 
und der Kérperchen vor, sowie 21/, und 5 Stunden nach der Belastung 
bestimmt wurde. Die Zunahme der Phosphatide, Cholesterin-ester und 
Neutralfette im Plasma nach 5 Stunden betrigt 25, 30 und 57 bis 99% 
der Anfangswerte. 


Tabelle I. A. 7., 3ljahriger Mann, 53,8kg. 160ccem (pro kg 3 ccm) 
Oliven6él per os. Bestimmung der Lipoide des Blutplasmas und 
der -kérperchen in mg/dl. 





1 - Ver- 
Std. Freies | Gesamt- : | 
. tert Cholesterin- | y Gesamt- 
Feet Phosphatide a es “Chale- ae aeaien lipoide 
Plasma. 
vor 112 52 | 121 | 69 113 79 356 
24, | 133 48 130 | 87 141 99 417 
5 | = 185 47 is; |) oe 146 157 =| «=487 
(+ 20,5%)) | (+ 29,2 %) (+ 98,7 %) 
Korperchen. 
vor | 337 141 | 27 505 
2, || 351 147 | | 96 523 
5 | 885 146 | 26 507 
1 Diese Zeitschr. 269, 231, 1934. — * Japan. Arzneibuch, 5. Aufl., 


8. 857, Tokyo. 
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Tabelle Il. S.K., 39jahriger Mann, 60,2kg. 180ccm (pro kg 3 cem) 
Oliven6l per os. Bestimmung der Lipoide des Blutplasmas und 
der -kérperchen in mg/dl. 





mT 


- mF ™ Ver- 
Std. Freies Gesamt- : 
. , . s estertes | Cholesterin- | y ’ Gesamt- 
fad Phosphatide = = Chole- eater | Neutralfette lipoide 
sterin 
Plasma. 
vor 128 51 127 76 123 95 397 
24, || 158 50 139 89 144 137 484 
5 | 160 52 150 98 159 150 521 
(+ 25,0°,) Cr 29,2 %)i(+ 57,8 %) 
Korperchen. 
vor 342 150 22 514 
21, 335 151 25 Bll 
5 359 148 25 532 


In Tabelle II] ist ein Versuch wiedergegeben, bei dem pro kg 
2cem Olivené] gegeben wurde. Nach 4!/, Stunden nehmen die Phos- 
phatide um 30,4°% und die Neutralfette um 66,7°, zu, wahrend das 
Cholesterin in diesem Fall nur um 10° zunahm. 


Tabelle III. 7. K., 36jahriger Mann, 59,6kg. 120cem (pro kg 2 cem) 
Oliven6él per os. Bestimmung der Lipoide des Blutplasmas und 
der -kérperchen in mg/dl. 





Std. | Freies Ver- | 


i 
nach der | Phosphatide| Chole- | chole- 


| 
Gesamt- | ostertes | Cholesterin- | Gesamt- 
te < Neutralfette |). : 
a | . anor | Chole- ste 1 d 
Belastung | Sterin | sterin ae a —_— 
Plasma. 
vor || 115 60 140 80 130 | 63 368 
21, 133 67 155 88 143 108 451 
(+ 10,0 %)| 
4}/, 150 59 138 | 79 128 105 | 442 
(+ 304%) | (+ 66,7 °,))| 
Koérperchen. 
vor || 312 157 160 | (3) | 23 495 
2), | 306 151 154 | (3) | 20 480 
4, |] 805 157 162 | () | 22 489 


In all diesen Fallen ist an den Blutkérperchen keine deutliche 
Veranderung des Lipoidgehalts zu sehen. Bloor! meinte, daB bei Fett- 
belastung der Hunde das Lecithin der Blutkérperchen stark ansteige, 
dagegen der Lecithingehalt des Plasmas nur ein wenig. Seiner Ansicht 
nach nehmen die Blutkérperchen Neutralfette aus dem Plasma auf, 


1 J. of biol. Chem. 23, 317, 1915; 24, 447, 1916. 
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wandeln sie in Phosphatide um und geben sie dann an das Plasma 
wieder ab. Diese Annahme ist von Vahlquist! durch Versuche an Hun- 
den und von Wendt? durch Versuche an Menschen widerlegt worden. 
Mein Ergebnis spricht auch gegen Bloors Behauptung. 

In Tabelle IV bringe ich Versuche, bei denen ich selber mit Inter- 
vallen von | bis zu mehreren Wochen pro kg 0,1 bis 1,0 cem Olivenél 
eingenommen habe. Bei Verabfolgung von 1 ccm Olivenél pro kg 
stiegen die Phosphatide nach 3 Stunden um 28,3 °%%, die Cholesterin- 
ester um 19,1°% und die Neutralfette um 77,3° . Beim Einnehmen 
von 0,5cem Olivenél pro kg sind diese Ziffern 46,5, 11,7 und 37,5 %. 
Durch Einnehmen von 0,2 ccm Olivenél pro kg konnte ich nach 5 Stunden 
47,1°%, Zunahme der Phosphatide, 14,1°% Zunahme der Cholesterin- 
ester und 31,9°% Zunahme der Neutralfette im Blutplasma feststellen. 
Dagegen konnte ich durch 0,1 cem Olivenél pro kg kein Anwachsen 
des Lipoidgehalts in 5 Stunden nachweisen. Tabelle V zeigt auch einen 
Versuch mit einer Belastung von 0,2 ccm Olivenél pro kg. Hier steigert 
sich der Gehalt der Neutralfette nach 3 Stunden um 51%, wogegen 
keine deutliche Zunahme der Phosphatide und des Cholesterins zu 
sehen ist. 


Tabelle IV. K. 7., 3ljahriger Mann, 54kg. Bestimmung der Lipoide 
des Blutplasmas in mg/dl. 





Std. Freies | Gesamt- | Ver- 


| é stertes Cholesterin- Gesamt 
soln Phosphatide per pre “Chole- por Neutralfette lipoide 
54 ccm (pro kg 1 eem) Olivendl per os. 
vor 145 53 140 87 141 75 414 
3 186 59 163 104 168 133 = 546 
, (+ 28.3%) (+ 19,1 %) (+ 77,3 %) 
5 155 55 126 ee tS Vi 127 452 
27 ccm (pro kg 0,5cem) Olivendl per os. 
vor 142 49 139 | 90 146 72 =| «6409 
3 208 62 162 | 100 162 109 | 541 
5 (+ 46,5) (+ 11,7%) (+ 37,5%)! 
197 63 167 104 168 64 492 
ll cem (pro kg 0,2 cem) Olivendl per os. 
vor 153 53 145 92 149 72 2=| «427 
3 154 57 150 93 151 68 | 430 
5 | 225 55 160 105 | 170 95 | 545 
(+ 47,1%) (+ 14,1 %) (+ 31,9 %)) 
5,5cem (pro kg 0,1 cem) Olivendél per os. 
vor || 139 48 | 129 81 131 82 | 400 
3 136 48 | 133 8 | 138 89 | 411 
5 | 144 42 | 131 39° | 144 87 417 


1 Biochem. J. 25, 1628, 1931. — ? Diese Zeitschr. 250, 212, 1932. 
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Tabelle V. H.O., 27jahriger Mann, 60,0 kg. 12cem (pro kg 0,2 cem) 
Olivenél per os. Bestimmung der Lipoide des Blutplasmas 
in mg/dl. 





Std. Freies yesamt- Ver- : : 
tities Phosphatide Chole- ‘aa — : — Neutralfette bon 
Belastung sterin sterin aiente z P 

vor 145 60 128 68 110 102 417 

3 149 59 124 65 105 154 467 
(+ 51,0 %) 
5 153 55 124 69 112 143 463 


Nach Man und Gildea! ist zur Erhéhung der Blutfette pro kg 
mindestens 0,6 kg Fett (hauptsachlich aus Butter und Sahne bestehend) 
erforderlich. Alimentaire Hyperlipimie wird nach Bang? am leichtesten 
durch Olivenél erzeugt. Obwohl die minimale Olmenge individuell 
sicherlich verschieden ist, so zeigen die obigen Versuche doch, daB 
schon 0,2 cem Olivenél pro kg Steigerung des Fett- und Lipoidgehalts 
des Blutplasmas hervorbringen kénnen. 

Aus den angefiihrten Ergebnissen ersieht man also, daB bei Menschen 
eine Belastung mit 0,2 ccm Olivenél pro kg alimentare Hyperlipamie 
erzeugen kann, und da durch Belastung mit 3 ccm Olivendél pro kg eine 
ganz deutliche Steigerung der Blutphosphatide und der Cholesterinester 
des Blutplasmas hervorgerufen wird. 

Uber die Beziehungen zwischen Neutralfetten, Phosphatiden und 
Cholesterin im Blute gibt es viele Arbeiten?—®, die alle darauf hindeuten, 
da} diese Lipoidkérper untereinander in ganz innigem Zusammenhang 
stehen, obwohl der Grund dafiir allerdings noch nicht aufgeklart ist. 
Jedenfalls ist erwiesen worden, daB das verschiedene Verhalten der 
Hunde und der Menschen in bezug auf die Veraénderung der Blutlipoide 
nach Fettbelastung nur von der Art und der Menge der Fette abhangt. 
In dieser Hinsicht besteht also kein wesentlicher Unterschied zwischen 
Hunden und Menschen. 


II. Uber alimentire Hyperlipimie bei Kaninchen. 


Was die alimentaire Hyperlipimie bei Kaninchen betrifft, so haben 
Neisser und Brduning'® beobachtet, daB nach Verabreichung von 100g 


1 J. of biol. Chem. 99, 61, 1932/33. — 2 Diese Zeitschr., a. a. O. — 
3 Klemperer u. Umber, Zeitschr. f. klin. Med. 61, 145, 1907. — 4 Reicher, 
l.c. — > Lindemann, Zeitschr. f. Geburtsh. u. Gynak. 74, 819, 1913. — 
6 Leites, diese Zeitschr. 184, 273, 300 u. 310, 1927. — 7 Hueck u. Wacker, 
ebenda 100, 84, 1919. — 8® Wacker u. Hueck, Arch. f. exper. Path. u. 
Pharm. 74, 416, 1913. — ® Knauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 151, 
1928. — '° Zeitschr. f. exper. Path. u. Ther. 4, 747, 1907. 
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Sahne und 70g Butter keine Triibung des Blutserums auftrat. Sakai! 
stellte nach Olivenélbelastung keine Hyperlipamie fest und schrieb dies 
dem schnellen Austreten der Fette aus der Blutbahn zu. Bang (1. c) hat 
auch keine alimentaire Hyperlipimie bei Kaninchen nachgewiesen und 
deshalb dieses Tier zur Untersuchung der Lipaimie fiir ungeeignet gehalten. 
Ssokoloff* konnte bei Kaninchen nach Cholesterinbelastung keine Hyperchole- 
sterinamie hervorrufen. Versé* fand auch, daB bei diesem Tier nach ein- 
maliger Belastung mit Fetten oder Cholesterin oder mit Cholesterin und 
Olen keine Hyperlipimie auftrat; er erklarte dies durch verlangsamte 
Resorption der Fette seitens des Darms. Dieser Meinung hat sich auch 
Schénheimer* angeschlossen. Milbradt® wies zwar nach, daB bei Kaninchen 
die Blutfette deutlich zunehmen, dies aber erst nach taglich wiederholter 
Verabreichung von Olivenél. Es scheint also noch heute allgemein an- 
genommen zu werden, da8 bei Kaninchen nach einmaliger Fettbelastung 
keine alimentaire Hyperlipimie auftritt. 

In Sakais Versuch ist die Lipimie meist makroskopisch, und zwar 
nach seinem Protokoll 2, 3, 4, 7 und 24 Stunden nach Olgabe untersucht 
worden. Chemisch hat er das Blut 3 Stunden nach Olgabe untersucht. 
Ware es nun nicht mdglich, daB die Hyperlipamie zu nicht untersuchten 
Zeiten aufgetreten wire’? Nach Stillmann und Wilbrandt® wird die Thora- 
cikuslymphe des Kaninchens erst 8 bis 10 Stunden nach Verabreichung 
einer Fettemulsion deutlich weiBlich. 

Ich wollte nun untersuchen, ob bei Kaninchen nach einmaliger 
Fettbelastung die alimentaére Hyperlipamie wirklich ausbleibt, oder ob 
sie zu spaterer Zeit nachzuweisen ist. Wenn das letzte der Fall sein 
sollte, wollte ich weiter die dabei auftretenden Veranderungen der ein- 
zelnen Lipoidfraktionen untersuchen. 

Als Versuchsmaterial habe ich zumeist mannliche Kaninchen von 
ungefahr 2kg benutzt. Nach 24stiindigem Fasten habe ich das Tier ge- 
fesselt und mit einem Nelaton-Katheter Olivenél oder Kuhmilch, teilweise 
unter Zusatz von Eigelb oder Cholesterin und Lecithin, in den Magen ein- 
gefiihrt. Vor, und zwei- bis dreimal in verschiedenen Zeitabstanden nach 
der Belastung habe ich 2,5 bis 3cem Blut aus der V. jugularis punktiert 
und die Gesamtlipoide oder die einzelnen Lipoidfraktionen bestimmt. 

In Tabelle VI wird ein Versuch angegeben, bei dem einem Kaninchen 
in gefesseltem Zustand viermal je 5ccm Blut aus der V. jugularis ent- 
nommen wurden. Im Gegensatz zu den taglich wiederholten Aderlassen 
tritt durch Entnahme solcher Blutmenge an einem Tage keine Steigerung 
des Blutlipoidgehalts auf. 

Tabelle VII zeigt einen Versuch, bei dem einem Kaninchen pro kg 
10 cem Olivenél gegeben und die Gesamtlipoide des Blutplasmas be- 
stimmt wurden. Bei Olivendlbelastung neigt das Kaninchen leicht 


1 Diese Zeitschr. 62, 387, 1914. — ? Virchows Arch. 245, 203, 1923. 
— * Beitr. path. Anat. u. allg. Path. 63, 789, 1917. — * Virchows Arch. 
249, 1, 1924. — 5 Diese Zeitschr. 228, 278, 1930. — *® Ebenda 270, 
52, 1934. 
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Tabelle VI. Kaninchen, o, 1,9kg. Keine Olivenélbelastung. 
Bestimmung der Lipoide des Blutserums in mg/dl. 











Std. nach . Ver- 
Freies Gesamt- . as . 
der ersten | Phosphatide Chole- chole- | estertes | ( holesterin- Neutralfette | Sesamt- 
Blut- sterin aterin Chole- ester lipoide 
entnahme ‘ 9 sterin 
vor | 128 26 61 35 57 55 266 
6 | 125 27 64 37 60 62 274 
8 | 126 26 62 36 58 58 268 
10 121 25 63 38 62 51 259 


Tabelle VII. Kaninchen, oc, 2,0kg. 20cem Olivenél per os. Be- 
stimmung der Gesamtlipoide des Blutserums. 





Std. nach der Belastung in mg/dl 





vor | 4 5 6 7 "eae Sag “10 
268 | 272 270 | 281 298 304 280 276 
(+ 134°) 


zu Diarrhée; man sieht jedoch, daB 8 Stunden nach Belastung die 
Gesamtlipoide ein wenig zunehmen (13,4 %). 

Im Versuch der Tabelle VIII wurden statt des Olivenéls 200 cem 
Kuhmilch gegeben. Man konnte nach 8 Stunden maBige Steigerung 
der Phosphatide (35,9) und der Neutralfette (26,1 °%) feststellen. 
Die Zunahme der Gesamtlipoide betragt 20,4. 


Tabelle VIII. Kaninchen, c, 1,6kg. 200cem Kuhmilch per os 





gegeben. Bestimmung der Lipoide des Blutserums in mg/dl. 
: ie Ver- , 
Std. Freies Gesamt- Chole- 
nach der | Phosphatide Chole- | chole- — sterin- Neutralfette — 
Belastung | sterin sterin ester des 
sterin 
vor 78 23 57 34 55 | 69 225 
8 | 106 25 58 33 53 87 271 
(+ 35,9%) (+ 26,1 %) (+ 20,4 %) 
10 | 86 26 60 34 55 66 233 


Im Versuch der Tabelle 1X wurden einem Kaninchen 200 ccm 
Milch mit einem gut verriihrten Eigelb gegeben. Die Phosphatide 
nehmen nach 7 Stunden um 38,5 °% zu und die Neutralfette um 35,7 %; 
Steigerung des Cholesterins ist dagegen nicht nachzuweisen. Die Zu- 
nahme der Gesamtlipoide betragt 27,8 %. 

Im Versuch der Tabellen X und XI ist Milch mit Lecithin und 
tholesterin gegeben worden. Dabei wurden 2 g Lecithin (Merck) und 
2 g Cholesterin (Merck) in einer kleinen Menge Alkohol gelést, dies dann 
200 cem heiBer Milch zugesetzt und weiter im Wasserbad unter '/,stiindi- 
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Tabelle LX. Kaninchen, o, 2,3kg. 200cem Kuhmilch mit einem Eigelb 
per os gegeben. Bestimmung der Lipoide des Blutserums in mg/dl. 





Std. | Freies | Gesamt- | Ver ‘hol- ' 
it er Phosphatide | Chole. dale catervae Pal Neutralfette, “esamt- 
Belastung | sterin sterin — ester lipoide 
yor 91 27 58 31 50 84 252 
5 92 26 60 34 55 90 263 
6 105 29 59 30 49 100 283 
7 126 32 63 31 50 114 322 
(+ 38,5°%) (+ 35,7 %) (+ 27,8 %) 
8 114 | 29 59 | 30 49 99 291 


Tabelle X. Kaninchen, oc’, 2,0 kg, 200 cem Kuhmilch mit 2 g Lecithin 
und 2g Cholesterin per os gegeben. Bestimmung der Lipoide des 
Blutserums in mg/dl. 





Ver- 


Std. Freies Gesamt- Chole- ’ 
nach der Phosphatide Chole- chole- —— sterin- Neutralfette —— 
Belastung sterin sterin pone ester 5a 
vor || 125 29 70 41 66 62 282 
7 128 29 72 43 70 50 277 
8 140 32 77 45 73 80 325 
(+ 12.0%) . (+ 29,0.%) (+ 15,3 %) 
9 135 30 13 43 70 64 299 


Tabelle XI. Kaninchen, o, 1,9 kg. 200 cem Kuhmilch mit 2g Lecithin 
und 2g Cholesterin per os gegeben. Bestimmung der Lipoide des 
Blutserums in mg/dl. 





| , | 
Std. Freies | Gesamt- Ver- | 


Chole- 
nach der Phosphatide Chole- chole- = prose a | Neutralfette —— 
Belastung sterin sterin aterid | ester | P 
| Earn 
vor 9 | 2 64 41 | 66 124 303 
7 112 | 25 66 41 | 66 202 405 
8 110 25 67 | 42 | 68 217 420 
(+ 22,29 ) (+ 75.0%) (+ 38,6 %) 
9 9 | 2 72 =| «#648 70 182 377 


gem Verrihren erhitzt, um den Alkohol zu vertreiben. Die Zunahme 
betraigt hier bei Phosphatiden 12 bis 22%, bei Neutralfetten 29 bis 75% 
und bei Gesamtlipoiden 15,3 bis 38,6%. Sowohl freies als auch ver- 
estertes Cholesterin zeigt wiederum keine Erhéhung. 

Somit ist bewiesen worden, daB bei Kaninchen, im Gegensatz zur 
bisherigen Annahme, auch nach einmaliger Fettbelastung deutliche 
alimentaire Hyperlipamie erzeugt werden kann. DaB diese unbeachtet 
blieb, beruht hauptsachlich auf der sehr langsamen Resorption der 
Fette bei Kaninchen. Alimentire Hyperlipimie tritt namlich bei 
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Kaninchen erst 7 bis 8 Stunden nach Belastung auf und geht etwa 
in 10 Stunden wieder zuriick. Bei Verabreichung einer Fettemulsion 
tritt sie deutlicher auf als bei der von Olivenédl. Dabei steigern sich 
zumeist nur Phosphatide und Neutralfette, Cholesterin dagegen bleibt 
unverandert. 

Zusammenfassung. 


1. Es wird nachgewiesen, daB bei Menschen durch perorale Zufuhr 
einer Menge von 0,2 ccm Olivenél pro kg Steigerung des Plasmalipoid- 
gehalts hervorgerufen werden kann. 

2. Beim Menschen nehmen durch Belastung mit 3 ccm Olivend) 
pro kg, auBer erheblicher Steigerung der Neutralfette, ganz deutlich 
die Phosphatide und Cholesterinester des Blutplasmas zu. In bezug 
auf die Verainderung der Blutlipoide nach Fettbelastung besteht dem- 
nach — im Gegensatz zur Annahme einiger Autoren — kein wesent- 
licher Unterschied zwischen Menschen und Hunden. 

3. Im Gegensatz zur bisherigen Ansicht kann man bei Kaninchen 
auch nach einmaliger Verabreichung von Fettemulsion deutliche 
alimentaére Hyperlipimie feststellen. Sie tritt erst 7 bis 8 Stunden 
nach der Belastung auf und geht etwa in 10 Stunden wieder zuriick. 

4. An dieser alimentiren Hyperlipamie bei Kaninchen nehmen 
zumeist Phosphatide und Neutralfette teil, Zunahme des Cholesterins 
]aBt sich dagegen nicht nachweisen. 











Beziehungen zwischen den Wirkungen des Tonsillenextraktes 
vom Menschen und des vegetativen Nervengiftes oder Hormons. 


Von 


Kaoru Tominaga. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut in Okayama.) 


(Eingegangen am 28. Januar 1935.) 


Beziiglich der Frage, ob die Tonsille als eine Inkretdriise betrachtet 
werden kann, sind die Angaben der Autoren nicht tibereinstimmend. 


Von Autoren wie Caldera', Bruzzone? und Suko* wird diese Frage 
vollig verneint, wahrend Autoren wie Voss‘, (riebel®, Busacca®, Kostydl 
und Felegyhazy 7, Kostyal®, Gartner und Kostydl®, Jastrebowa '°, Farmachidis™ 
und Kostydl'!* die Tonsille als ein innersekretorisches Organ betrachten. 
Nach einer ausgedehnten Untersuchung von Kostydl soll die Zufuhr von 
Schweinetonsillenextrakt bei Kaninchen unter einer vermehrten Glykogenie 
eine Hypoglykaémie auslésen, die nicht auf neurogenem Wege, sondern auf 
dem iiber die Blutbahn durch direkte Wirkung auf die parenchymatosen 
Organe auftritt und durch Insulin verstarkt wird. 

Die die Glykogenie férdernde und hypoglykimisch wirksame Gallen- 
siurewirkung steht mit der Funktion des vegetativen Nervensystems in 
Beziehung, wobei die Gallenséure auf den Sympathicus lahmend und auf 
den Vagus reizend einwirkt, wie Misaki®, Fuzita4’, Miki, Fuziwara}®, 
Tsuji*? und Sekitoo!® bewiesen haben. 


Es diirfte also zweckmaBig sein, die Beziehung zwischen den 
Wirkungen des Tonsillenstoffes und des vegetativen Nervengiftes klar- 
zustellen, einerseits um das Wesen der Wirkung des Tonsillenextraktes 
im Kohlenhydratstoffwechsel festzustellen, andererseits um zu erkennen, 
ob die Tonsille als ein innersekretorisches Organ ein Hormon produ- 
zieren kann. In diesem Sinne habe ich die Glykogenbildung in der 
Leber von Kaninchen bei Zufuhr von Tonsillenextrakt des Menschen 


1 C. Caldera, Semons Int. Zentralbl. f. Laryng. 29, 15, 1913. — 
2 Bruzzone, zit. von Fr. N. Schulz, Ronas Ber. 36, 823, 1926. — * H. Suko, 
Chosen Igakkai Zasshi 72, 1, 1927 (japanisch). — 4 O. Voss, Arch. f. Ohren-, 
Nasen- u. Kehlkopfheilkde. 121, 1, 1929. — ° K.Griebel, ebenda 121, 18, 
1929; 124, 248, 1930; 129, 255, 1931. — ® G@. Busacca, Arch. ital. Otol. 40, 
519, 1929. — 7 L. Kostydl u. Felegyhdzy, Zeitschr. f. exper. Med. 76, 162, 
1931. — 8 L. Kostydl, ebenda 76, 168, 1931. — ® S. Gartner u. L. Kostydl, 
Arch. f. exper. Path. 159, 408, 1931. — !° Jastrebowa, Monatsschr. f. Ohren- 
heilkde. 65, 519, 1931. — " G.B.Farmachidis, zit. von Jastrowitz, 
Ronas Ber. 7, 568, 1921. — !2 L. Kostydl, Arch. f. exp. Path. 170, 131, 
1933. — 33 K. Misaki, J. of Biochem. 8, 235, 1927. — ™ S. Fizuta, Arb. 
a. d. med. Univ. Okayama 8, 154 u. 192, 1932. —  T. Miki, diese Zeitschr. 
247, 445, 1932. — 1° K. Fuziwara, ebenda 248, 264, 1932. — 1!” K. Tsuji, 
J. of Biochem. 12, 139, 1930. — 38 7. Sekitoo, ebenda 12, 59, 1930. 
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mit oder ohne vegetatives Nervengift oder Hormon bzw. Gallensaure 
untersucht. 
Experimentelles. 


Zu dem Versuch wurden kraftige mannliche Kaninchen verwendet, 
die 2 Wochen lang mit 130 g Okara aus Sojabohne pro kg geziichtet worden 
waren. Diese Kaninchen wurden in sechs Gruppen geteilt und samtlich 
3 Tage lang im Hunger gehalten. Der ersten Gruppe von Kaninchen wurde 
nichts oder nur 5 cem einer 50 %igen Glucoselésung pro Tier in die Ohrvene 
intravenés injiziert und der zweiten auBer der Glucoselésung 5 ccm eines 
Tonsillenextraktes pro Tier intravenés mit oder ohne 3 ccm einer | %igen 
Natriumcholatlésung pro kg hintereinander subcutan verabreicht. 

Der dritten Gruppe wurde auBer der Glucoselésung */, Einh. Insulin 

pro kg subcutan oder auBer der Glucoselésung und Tonsillenextrakt dieselbe 
Menge Insulin subcutan verabreicht und der vierten auBer der Glucose- 
lésung 0,25 cem einer 0,1 %igen Adrenalinchloridlésung pro kg oder auBer 
Glucoselésung und Tonsillenextrakt dieselbe Menge von Adrenalin subcutan 
gegeben. Der fiinften Gruppe wurde auBer der Glucoselésung oder auBer 
Glucoselésung und Tonsillenextrakt 2cem einer 0,5%igen Novokain- 
lésung pro kg subcutan und der letzten, der sechsten Gruppe, auBer der 
Glucoselésung oder auBer Glucoselésung und Tonsillenextrakt 0,3 cem 
einer 1%igen Atropinlésung pro kg subcutan verabreicht. 
3'/. Stunden nach der Zufuhr von Glucoselésung wurden die Kaninchen 
durch Nackenschlag und Verblutung getétet und die schnell herausgeholte 
Leber wurde abgewogen. Der Glykogengehalt der Leber wurde nach 
Iwasaki und Moori! durch Hydrolyse mit Kalilauge unter Verwandlung 
in Zucker (nach Bertrand als Glykogen berechnet) bestimmt. 

Die exstirpierten Tonsillen von Menschen wurden mit physiologischer 
Kochsalzlésung gut gewaschen und 10g Tonsillen wurden unter Zusatz 
von 30cem einer physiologischen Kochsalzlésung mit Sand gut zu Brei 
verrieben und 10 Stunden lang geschiittelt. Dieses Zentrifugat wurde 
24 Stunden lang im Eisschrank stehengelassen und die dekantierte obere 
Fliissigkeit nochmals zentrifugiert. Die obere klare Fliissigkeit wurde unter 
Zusatz einer 5 %igen Eisenkolloidlésung von Eiwei8 befreit und eine farblos 
klare Lésung erhalten. Diese wurde sofort zum Versuch verwendet. 


1. Bei Zufuhr von Glucose und Tonsillenextrakt ohne oder mit Cholsdure. 


Aus der Tabelle | ist ersichtlich, da der Glykogengehalt der Leber 
im Hungerstadium durchschnittlich 0,1219°, und bei Zufuhr von 
Glucose 1,896 °, betragt. Der Glykogengehalt der Leber bei Zufuhr 
von Glucose mit Tonsillenextrakt wird durchschnittlich mit 0,15 °%, 
angezeigt, wahrend er bei gleichzeitiger Zufuhr von Cholsaiure mit 
1,3717°% angegeben wird, wie sich aus der Tabelle II ersehen laBt. 

Die Glykogenbildung der Leber aus Glucose wird also durch 
Tonsillenextrakt stark herabgesetzt, aber durch gleichzeitige Zufuhr 
von Cholséure wieder gesteigert, indem beide antagonistisch wirken. 


1 Praxis Physiol. Chem. Kursus Sudo, 11. Aufl., 8S. 334, 1926. 





354 


Die durch Tonsillenextrakt 


K. Tominaga: 





verursachte Hypoglykamie scheint also 
nicht allein auf der Glykogenfixation der Leber zu beruhen, wie 
Kostydl (1. c.) behauptet hat. 


Tabelle I. 





der Leber 

















Kérpergewicht Leber- Glykogengehalt 
Ni ig gewicht | — Bemerkungen 
nach Hunger g | g %o 
1 1,3 33,0 0,1607 0,4868 
2 LT 38,3 _ = 
5 L,4 85,5 0,0437 0,128! 3 Tage und 31/ Std. im 
4 1,5 36,0 Hunger 
5 1,6 453 | -- _ P 
6 1,8 39,8 0,0437 0,1098 
7 1,5 40,3 0,0539 ne 0,1338 bei 
Durchschnittswert : 0,1219 
8 17 37,5 0,6650 1,773 
9 1,9 34,5 0,1837 0,582 
10 1,4 30,2 0,6825 2,260 sesinistetities Uiaeiniine 
ee 
; OIG - ’ 30) 
13 7 318° | 0,6540 2,056 
14 1,5 29,5 | 0,8705 _ 2,950 
Durchschnittswert: 1,896 
Tabelle II. 
Kérpergewicht Leber- Glykogengehalt der Leber 
Nr ( gewicht Bemerkungen 
nach Hunger g g 9/9 
15 1,7 43,5 0,0437 | 0,1005 
16 1,8 45,8 0,0338 0,0739 
17 1,3 29,0 0,0477 0,1640 ome Mag ty aoe 
18 1,3 35,6 0,0350 0,0955 onsill k 
19. 16 50,0 00209 «(0.0417 — 
20 1,6 34,7 0,1607 0,4630 
21 1,2 25,5 0,0539 0,2115 
Durchschnittswert : 0,1500 
22 1,4 32,5 0,3933 1,2099 
23 1,5 51,5 0,2764 0,5366 Seem 50 %/gige Glucose- 
24 1,3 35,0 0,5336 1,5245 pee ld Yo 
25 1,4 34,0 0,7431 2.1855 Ti d 3 
26 1,3 47,0 06517 11,3866 10/cige Cholatlosung 
27 1,5 39,0 0,6961 | 1,7848 pro kg. 
2 15 || 870 | 0.8885 | oral 
Durchschnittswert : 1,3717 


2. Bei Zufuhr von Glucose und Insulin ohne oder mit Tonsillenextrakt. 

Aus der Tabelle III laBt sich ersehen, daB der Glykogengehalt der 
Leber bei Zufuhr von 2/, Einh. Insulin durchschnittlich 0.3166 % und 
der bei gleichzeitiger Zufuhr von Tonsillenextrakt 0,1007 %, betragt. 
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Tabelle III. 








Koérper- Leber- Glykogengehalt 
Datum | Nr. gewicht (kg) | gewicht £————__________ Bemerkungen 
nach Hunger g g£ 9 
4.1. 50 1,64 43,0 0,0859 0,1997 
4.1. dl 1,80 39,0 0,1745 0.4475 
4.1. 52 1,90 30,5 0,0637 0,2089 5ecm 50° oige Glu- 
4.1. 53 1,80 44.5 0,0637 0,1432 neg Ag 
5.1. | 54 2,05 41,0 0,0919 0,2241 Insulin prokg. 
5.1. | 55 1,32 29,0 0,2482 0.8558 
5.1. 56 1,72 37,0 0,5439 0.1470 
Durchschnittswert: 0.3166 
12.1. | 57 38,0 0,0249 0,0656 
12.1. | 58 41,5 0,0805 0,1939 Beem 50%/sige Glu- 
12. 1. 59 42.0 0.0249 0.0854 coselisung, 5 ecm 
12.1. 60 43,5 0,0249 Oe He bE ee a9 
13.1. 61 51,0 0.0442 00867 | [ 3), Rinh. Insulin 
13.1. 62. 41,5 0,0442 0,1065 pro kg. 
13.1. 63 51,0 0,0558 0,1094 





Durchschnittswert: 0,1007 


Die Glykogenbildung aus Glucose in der Leber wird also durch 
Insulin herabgesetzt, was auf die durch Insulin vermehrte Zucker- 
verbrennung zurtickzufiihren sein diirfte. Diese durch Insulin herab- 
gesetzte Glykogenbildung aus Glucose wird durch Mitzufuhr von 
Tonsillenextrakt noch weiter herabgesetzt, was auf der die glykolytische 
Wirkung des Insulins férdernden Eigenschaft des Tonsillenstoffes zu 
beruhen scheint. Das Insulin und der Tonsillenstoff wirken also syn- 
ergistisch, soweit es die Glykogenie betrifft. 


3. Bet Zufuhr von Glucose und Adrenalin ohne oder mit Tonsillenextrakt. 
Der Glykogengehalt der Leber bei Zufuhr von Adrenalin betragt 
durchschnittlich 0,0256°% und der bei Zufuhr von Adrenalin mit Ton- 
sillenextrakt 0,3752°%, wie aus Tabelle IV ersichtlich ist. 


Es ist durchaus bekannt, daBb die Zufuhr einer gréBeren Menge 
von Adrenalin das Glykogen der Leber mobilisiert. Die durch Adrenalin 
herabgesetzte Glykogenbildung aus Glucose in der Leber wird aber 
durch gleichzeitige Zufuhr von Adrenalin und Tonsillenextrakt wieder 
etwas erhéht, was héchstwahrscheinlich einerseits auf der die Glyko- 
genolyse des Adrenalins hemmenden Wirkung des Tonsillenstoffes und 
andererseits auf der die glykolytische Wirkung des Tonsillenstoffes 
hemmenden Witkung des Adrenalins beruhen diirfte, welch letzteres 
bekanntlich auf den Sympathicus reizend einwirkt. Eine Beziehung 
zwischen der Wirkung des Tonsillenstoffes und der Funktion des 
vegetativen Nervensystems im Kohlenhydratstoffwechsel ist also nicht 
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ausgeschlossen, besonders, weil nach Kostydl und Felegyhdzy (1. c.) die 
Adenotomie des Kindes die Adrenalinempfindlichkeit erhéht. 


Tabelle IV. 





Datum 


> 


~ 
oo 


~ 


o 


lad cael ad 


. XII. 
>. XII. 
6. XII. 
). XII. 
. XI. | 
. XI. 
. XII. 


ee ee et et 


Nr. 


36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 


| Leber- 


Bea SeeyE 


ee et 
LHe of ie oak) 


_ 





Glykogengehalt 
gewicht 
g g % 6 
39,5 0,0207 0,0524 
42.0 -- -- 
34,5 — — 
39,5 — -- 
44.0 — — 
38,0 0,0275 0,0725 
51,5 0,0230 0,0543 
Durchschnittswert: | 0,0256 
38,8 0,1991 0,5130 
41,4 0,1546 0,3734 
43,5 0,1989 0,4572 
45,5 0,1546 0,3397 
47,0 0,1500 | 0,3189 
48,5 0.1115 0,2298 
50,4 0,1989 | 0,3946 
Durchschnittswert: | 0,3752 





Bemerkungen 


5ecm 50°/oige Glu- 
coselésung pro 
Tier und 0,25 cem 
0,1°/oige Adrena- 
linlésung pro kg. 


5eem 60° ige Glu- 
coseliésung, 5 cem 
Tonsillenextrakt 
pro Tier und 
0,25 cem 0,19%/gige 
Adrenalinlésung 
pro kg. 


4. Bei Zufuhr von Novokain ohne oder mit Tonsillenextrakt. 


Aus der Tabelle V ist ersichtlich, daB der Glykogengehalt der Leber 
bei Zufuhr von Novokain durchschnittlich 0,5573 % und der bei gleich- 
zeitiger Zufuhr von Novokain und Tonsillenextrakt 0,2403°% betragt. 


Tabelle V. 





Datum 
Be» 
Tai 
ae A 
2. = 4. 
, Mires 5 
ey: § 
Rae 8 
28. XII. 
28. XII. 
28. XII. 
care © 
ee A 
lear 
S: x 


Nr. 


78 |, 


79 
80 
81 
82 


83 | 
84 | 


85 


86 | 


87 
88 


89 | 
90 | 
91 | 


Vee SssSse 


fe pk peek ek ek et 





| Durchschnittswert : 





Leber- Glykogengehalt 
gewicht — a 
g g %p 
41,8 0,3660 0,8756 
42,5 0,1409 0,3315 
33,5 0,1836 0,5481 
30.5 0,2693 0,8830 
36,5 0,1409 0,3860 
40,0 0,2255 0,5631 
45,0 0,1409 0,3131 
Durchschnittswert: 0,5573 
35,0 || 0,1546 0,4417 
45,0 || 0.1219 | 0.2709 
45,5 || 01811  0,2881 
48,0 | 0,1249 0,2602 
56,0 | 0,0371 | 0,0610 
53,0 0,0758 | 0,1430 
39,5 0,0859 = 0,217) 


0,2403 





Bemerkungen 


5cem 50°/oige Glu- 
coselésung pro 
Tier und 2cem 
0,5 %/gige Novo- 
kainlésung pro kg. 


5eem 50°%'pige Glu- 
coselisung, 5 ccm 
Tonsillenextrakt 
pro Tier und 2cem 
0,5 °%/oige Novo- 
kainlésung pro kg. 
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Die Glykogenbildung aus Glucose in der Leber wird also durch 
Novokain herabgesetzt, durch Mitzufuhr von Tonsillenextrakt noch 
weiter herabgesetzt und diese Herabsetzung tritt viel schwacher auf, 
als die durch Tonsillenextrakt allein (vgl. Tabelle V und Il). Es ist 
schon bekannt, daf das Novokain auf den Sympathicus reizend ein- 
wirkt, wie es bei Adrenalin der Fall ist, und dab es die Adrenalin- 
wirkung férdert. Somit scheint mir die durch Mitzufuhr von Tonsillen- 
extrakt stairker herabgesetzte Glykogenbildung aus Glucose in der 
Leber auf der glykolytischen Wirkung des Tonsillenstoffes zu beruhen, 
der gegen Novokain antagonistisch wirkt (vgl. Tabelle V und II). 


5. Bei Zufuhr von Atropin ohne oder mit Tonsillenexctrakt. 
Der Glykogengehalt der Leber bei Zufuhr von Atropin betragt 
durchschnittlich 0,286 ° und der bei Zufuhr von Atropin mit Tonsillen- 
extrakt 0,155 °, wie aus der Tabelle VI ersichtlich ist. 


Tabelle VI. 








| Kérper- Leber- Glykogengehalt 
Datum} Nr. | gewicht (kg)| gewieht |—————_—_——_—_—_ Bemerkungen 
| nach Hunger g g 9 
5.1. 64 1,74 42.5 0,2728 0,6429 
5.1. 65 1,36 38,0 0,0858 0),2257 5 com. 50%isine Gle- 
5.1. 66 1,60 45,5 0,1842 0,4047 ’ sole ple 
5.1. 67 1,42 41,3 0,0858 0,2077 Tier und 3cem 
6.1. 68 1,60 38,0 0,0758 0,1995 a olge oe 
6.1. 69 1,54 37,1 0,0544 0,1736 —— 
6.1. 70 1,80 48,5 0,0721 0,1487 
Durchschnittswert: 0,2860 
10.1. | 71 1,70 45.5 0,1706 0,3750 SETS 
10.1. | 72 2,00 49.8 0,1037 0,2083 3 ye On ol oes 
10.1. 73 1,70 48,6 0,1485 0,3056 ca Pa 
10.1. 74 1,88 38,5 0,0578 0,1500 > pro Tier und 
11.1. 75 1,80 37,0 0.0871 | 0,1004 ye lilt oige 
11.1. 76 180 * 44,0 0,0249 | 0,0567 ee 
11.]. | 77 1,94 41,5 0,0371 0,0890 
Durchschnittswert: 0,1550 


Die Glykogenbildung der Leber aus Glucose wird also durch 
Atropin herabgesetzt und diese durch Atropin herabgesetzte Glykogenie 
durch Mitzufuhr von Tonsillenextrakt noch weiter herabgesetzt. Die 
durch Tonsillenextrakt herabgesetzte Glykogenie wird jedoch durch 
Atropin gar nicht beeinfluBt (vgl. Tabelle II und V1). 

Dieses Ergebnis lehrt, daB die Wirkung des Tonsillenextraktes 
keinen Zusammenhang mit der parasympathischen Nervenfunktion 
hat, wohl aber mit der sympathischen verbunden ist, soweit sie die 
Glykogenie der Leber betreffen kann. Hierfiir spricht auch die Tatsache, 
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daB die die Glykogenie der Leber férdernde Wirkung der Cholsdure 
nach Miki (l.c.) enger mit der Nervenfunktion des Sympathicus als 
mit der des Vagus verkniipft ist, indem die Cholsiure auf den Sym- 
pathicns lihmend einwirkt. 

Somit scheint mir eine gesteigerte Glykogenie der Leber bei gleich- 
zeitiger Zufuhr von Tonsillenextrakt und Cholséure aufzutreten. Die 
Wirkungsweise des Tonsillenstoffes in der Glykogenie der Leber scheint 
mir also zum Teil auf seiner den Sympathicus lahmenden und in der 
Hauptsache auf seiner glykolytischen Wirkung zu beruhen. 


Zusammenfassung. 

1. Die Glykogenie aus Glucose in der Leber von Kaninchen wird 
durch Zufuhr von Tonsillenextrakt stark herabgesetzt, dagegen durch 
Zufuhr von Tonsillenextrakt und Cholsdure deutlich gesteigert. 

2. Durch Zufuhr von Insulin wird die Glykogenie aus Glucose in 
der Leber herabgesetzt und diese Herabsetzung durch gleichzeitige 
Zufuhr von Tonsillenextrakt weiter verstarkt. 

3. Die Glykogenie aus Glucose in der Leber wird durch Zufuhr 
von Adrenalin stark herabgesetzt. Diese Herabsetzung tritt bei gleich- 
zeitiger Zufuhr von Adrenalin und Tonsillenextrakt viel schwacher auf. 

4. Die Glykogenie aus Glucose in der Leber wird auch durch 
Novokain herabgesetzt, und diese Herabsetzung durch Mitzufuhr von 
Tonsillenextrakt noch weiter verstarkt. 

5. Die Glykogenie aus Glucose in der Leber wird durch Atropin 
herabgesetzt und diese Herabsetzung durch Atropin und Tonsillen- 
extrakt weiter verstarkt. 


Zum SchluB méchte ich nicht verfehlen, Herrn Professor Dr. Shimizu 
fiir seine freundliche Anleitung und Herrn Dr. Yamaguchi fiir seine liebens- 
wiirdige Unterstiitzung bei der Ausfiihrung dieser Arbeit meinen herzlichen 
Dank auszusprechen. 























Uber den Mechanismus der aeroben Resynthese 
der Adenylpyrophosphorsaure in Vogelerythrocyten’. 
Von 


A. E. Braunstein und B. A. Severin. 
(Aus dem A. Bach-Institut fiir Biochemie, Moskau.) 


(Eingegangen am 23. Dezember 1934.) 


Seit der Entdeckung der Adenylpyrophosphorséure im Muskel- 
gewebe und in anderen Zellarten durch K. Lohmann (1929) ist ihr bio- 
chemisches Verhalten Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen, 
an denen insbesondere Meyerhof und Lohmann, Lundsgaard, Barren- 
scheen und Mitarbeiter, Engelhardt, Parnas und Mitarbeiter u. a. be- 
teiligt waren. 


Wir sind zur Zeit iiber die physiologische Bedeutung der Adenylpyro- 
phosphorséure als Tatigkeitssubstanz bei der Muskelkontraktion und als 
spezifische Komponente des Co-Fermentsystems der Glykolyse in Muskeln 
und Erythrocyten ziemlich gut unterrichtet. Auch die Bedingungen ihres 
Abbaues und ihrer Resynthese sind fiir den Skelettmuskel weitgehend, fiir 
Vogelerythrocyten sowie kernlose Erythrocyten teilweise aufgeklart 


Neben der anaeroben Rephosphorylierung der Adenylséure auf Kosten 
der Energie der Glykolyse im Muskel? und in kernlosen Erythrocyten ist 
beim Skelettmuskel eine aerobe mit der Atmung gekoppelte Rephosphory- 
lierung bekannt, die auch im Herzmuskel, wo Adenylpolyphosphorsauren 
von abweichender Zusammensetzung vorkommen, eine vielleicht noch 
wesentlichere Rolle zu spielen scheint [s. Parschin (1)]. Bei Vogelerythro- 
cyten ist die oxydative Resynthese [Engelhardt (2)] der einzige Weg fiir den 
Wiederaufbau des Pyronucleotids; eine Rephosphorylierung bei der anae- 
roben Glykolyse erfolgt hier anscheinend nicht. Abgesehen vom Muskel- 
gewebe ist iiber den Mechanismus dieser Rephosphorylierungen noch so 
gut wie gar nichts bekannt. Die Verhiltnisse in weiteren tierischen und 
pflanzlichen Zellarten sind ganzlich unerforscht, doch lassen vereinzelt 
vorliegende Beobachtungen wesentliche spezifische Eigentiimlichkeiten er- 
warten, die die vergleichende Chemie und Physiologie der Nucleotidpoly- 
phosphorséuren zu einem der anregendsten und aussichtsreichsten Probleme 
der modernen Biochemie gestalten. 


Ziel der nachstehend mitgeteilten Versuche war es, zur Aufklarung 
des Mechanismus der oxydativen Rephosphorylierung der Adenylsaure 
beizutragen, insbesondere zu ermitteln, ob er mit dem Mechanismus 
der anaeroben, glykolytischen Resynthese identisch oder von diesem 


1 Uber den experimentellen Teil dieser Arbeit wurde im Juni 1934 auf 
der V. Physiologentagung der U.S.S.R. in Moskau berichtet. — ? Vgl. 
K. Lohmann (13); siehe weiter unten im Diskussionsteil. 
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verschieden ist. Unter anderem suchten wir Anhaltspunkte zur Ent- 
scheidung der Frage zu gewinnen, ob fiir die endothermische Rephospho- 
rvlierung auch in diesem Falle eine wahre chemische Reaktionskoppelung 
in Betracht kommt, im Sinne einer Energieiibertragung durch ,,an- 
geregte’™’, exothermischen Dephosphorylierungsvorgangen entstammende 
Phosphorsaure, wie dies fiir die anaerobe Resynthese im Muskel von 
Meyerhof und Lohmann (3) vorausgesetzt (und neuerdings durch 
Lohmann bewiesen) worden ist. 

Auch in anderen Zellarten vollzieht sich die glykolytische Pyro- 
phosphatresynthese wohl unter Ausnutzung der Energie und der an- 
organischen Phosphorsaure, die beim Zerfall phosphorylierter Zwischen- 
produkte der anaeroben Kohlenhydratdesmolyse in Freiheit gesetzt 
werden. Den vorherrschenden Anschauungen gemi.8 werden beim 
oxydativen Abbau der Kohlenhydrate bei der Zellatmung Vorstufen 
durchlaufen, die mit den intermediéren Vorgaéngen bei der anaeroben 
Hexosendesmolyse (einschlieBlich der Phosphorylierung) bis auf die 
Stufe des Methylglyoxyls cder der Milchsaure bzw. der Brenztrauben- 
siure und des Acetaldehyds, iibereinstimmen. Ist dem so, dann kénnte 
auch die oxydative Pyronucleotid-resynthese mit den gleichen De- 
phosphorylierungsvorgangen verknipft sein wie die anaerobe Re- 
svnthese. Kénnte aber eine Versuchsanordnung gefunden werden, bei 
der in intakten Zellen unter AusschluB der Veratmung von Kohlen- 
hydraten Zwischenprcdukte des oxydativen Zuckerabbaues zur Ver- 
brennung gelangen, die die Stufe der Dephosphorylierung bereits 
iiberschritten haben (cder auch Abbauprodukte von Fett oder Eiweif), 
so ware die Méglichkeit gegeben, iiber die Identitat oder Verschiedenheit 
der Mechanismen der anaeroben und oxydativen Resynthese zu urteilen. 
In unseren Versuchen haben wir eine solche Anordnung verwirklicht, 
indem wir gewaschenen Vogelerythrocyten bei Gegenwart von Mono- 
bromessigsiure Brenztraubenséure als Oxydationssubstrat vorlegten. 
Es konnte hierbei eine im Vergleich zur Kontrolle gesteigerte bilanz- 
maBige Resynthese der als Adenylpyrophosphorséure anzusprechenden, 
schnell hydrolysierbaren Phosphatfraktion beobachtet werden. Die 
Folgerungen, die sich aus unseren Befunden fiir die Deutung des 
Mechanismus der oxydativen Rephosphorylierung ergeben, sollen im 
Diskussionsteil besprochen werden. 


Experimenteller Teil. 


Methodisches. 


Als Versuchsmaterial dienten Taubenerythrocyten, drei- bis viermal 
gewaschen und suspendiert im vierfachen Volumen Ringerlésung nach 
Krebs (4) (Bicarbonatkonzentration = 0,05%). Die Atmung wurde bei 37° 
in Warburg-Manometern mit KOH im Einsatz und Luft im Gasraum 
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gemessen. Die chemischen Bestimmungen erfolgten in Trichloressigsaure- 
filtraten einer Anfangsprobe und des Inhalts der Atmungstrége nach Ab- 
schluB des Versuchs; Bestimmung des Zuckers nach Hagedorn-Jensen, der 
Brenztraubensaéure nach Clift und Cook (5), der Phosphate kolorimetrisch. 
Der Gehalt an Adenylpyrophosphorsiéure (,,Apyro‘t) wurde als ,,Pyrophos- 
phat‘-Fraktion nach der Hydrolysenmethode von Lohmenn (6) bestimmt 
und nach der Formel 
P. ie | heb (Pi5" ai P7) -4 
Pyro 7 0 8 

berechnet. Die Menge der zwischen 7 und 15 Minuten hydrolysierbaren 
Ester ist in Vogelerythrocyten gering und die lineare Korrektur erscheint 
berechtigt. Die in 7 Minuten hydrolysierbare Fraktion ist bei Vogelerythro- 
eyten bisher chemisch nicht identifiziert, bei kernlosen Blutkérperchen 
erkannte sie Barrenscheen (7) als Adenosintriphosphorsaure. Es ist mit der 
Moglichkeit des Vorliegens anderer Adenylpolyphosphorsauren im Vogelblut 
zu rechnen, und nur unter diesem Vorbehalt wird hier die ,,Pyrophosphat**- 
Fraktion als Adenylpyrophosphorséure bewertet. Wir beabsichtigen, 
unsere Ergebnisse durch Bestimmungen der Pentose oder des Amino-N 
der Adenylpyrophosphorsaure zu erganzen. 


Die Atmung der Vogelerythrocyten. 

Fir die Untersuchung der oxydativen Apyro-Resynthese erschienen 
die Erythrocyten von Tauben als besonders geeignetes Objekt, da sie 
einen sehr hohen Gehalt an Apyro aufweivsen, die in Anaerobiose rasch 
aufgespalten und oxydativ riickgebildet wird [Engelhardt, |. c. (2)]. Fir 
unsere Zwecke war dieses Objekt auch darum von Vorteil, weil dic 
Atmung der Vogelerythrocyten allem Anschein nach nicht oder nurzum 
geringsten Teile auf Kosten von Kohlenhydraten erfolgt. Unsere Vor- 
versuche ergaben, da die sehr geringe Eigenreduktion von Taubenblut- 
kérperchen (nach Hagedorn-Jensen) nach vier- bis fiinfstiindiger Atmung 
in zuckerfreier Ringerlésung nicht abnimmt, ferner dah zugesetzte 
Glucose weder verbraucht wird, noch die O,-Aufnahme erhéht. Nur in 
langer dauernden Versuchen (6 bis 8 Stunden) ist eine ,,konservierende** 
Wirkung des Zuckers auf die Atmung wahrzunehmen, indem das in 
den letzten Versuchsstunden einsetzende Absinken der Atmungs- 
intensitaét in der glucosehaltigen Probe verzégert wird. Auch nennens- 
werte fiir die Atmung in Betracht kommende Mengen Glykogen haben 
wir in den Erythrocyten nicht gefunden. 

Es ist von Interesse, daB auch Warburg und Mitarbeiter (8) fiir die 
Atmung von Blutkérperchen —phenylhydrazinvergifteter Kaninchen 
(Morawitzsche Zellen) fanden, daB sie keine Kohlenhydratatmung ist, eher 


NI] 


eine EiweiBoxydation!. 


' Neuerdings beobachtete W. Engelhardt (9) an Kaninchenerythrocyten 
bei AderlaB- oder Phenylhydrazinanimie neben der glykolytischen eine 
oxydative Resynthese der Apyro-Fraktion. 
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Tabelle I. Einflu8B von Brenztraubensaure auf die Atmung fund | 
T° = 37°; Verdiinnung der Erythrocyten = 1:5; [Brenz. Ftraube 
is ‘ Extra 
Versuch Zusammensetzung der Proben bey ong - cee, aa 
Nr. menue Eryth: ocyten mm 
1 a) Tauben-Erythrocyten.... 6.5. 6 8s ee ee ws HP) 3h 30" | 213,8 see 
b) ss + Na-Pyruvinat. ..... | f° | 306,6 82,§ 

2 a) Tauben-Erythrocyten. .. 0... ..5 5 see Hl] 3 40 | 317,5 oe 
b) » + Na-Pyruvinat . ‘i | 418,2 100,4 

3 a) Tauben-Erythrocyten. ..  ......+. fit 9 40 | 257,5 we 
b) e + Na-Pyruvinat. ..... i) % \ 355,0 97,4 

4 a) Tauben-Erythrocyten. ....... \ | 220,7 ie 
b) 2 + Na-Pyruvinat . | 3 00 | 263,8 43,8 

5 a) Tanben<Erythporytes sei kod eign Se eh | | 179,0 = 
b) ” + Na-Pyruvinat. ..... ‘s 00 263,0 84,0 

6 a) Tauben-Erythrocyten. ....... 201,0 = 
b) nt + Na-Pyruvinat. | 3 30 { 249.1 481 

c) Erythrocyten + Na-Bromacetat. ....... | | 198,3 Res 
d) “ e + Na-Pyruvinat 217,38 19.0 

7 a) Tauben-Erythrocyten. . ...... 204,5 a 
b) e + Na-Pyruvinat. 3 30 | 248.3 43,8 

c) Erythrocyten + Na-Bromacetet . . | | 196,2 mea 
d) * + . on Na- -Pyruvinat 224,2 28.0 

8 a) Tauben-Erythrocyten . 376,5 = 
b) + Na- Pyruvinat . | 3 30 | 472.3 95,8 

¢) Erythrocyten + Na-Bromacetat . see | | 367,0 — 

d) ‘ + " aa Na-Pyruvinat 418,7 ols 

9 a) Tauben-Erythrocyten. .. . BE i 269,0 rie 
b) -+- Na- -Pyruvinat ; | 2 30 { 392,9 123,9 

c) Erythrocyten + Na-Bromacetat . f ‘3 | 298,7 bo 

d) " + M + Na- Pyruvinat 349.6 50,9 

10 a) Tauben-Erythrocyten. . . 233.0 ~~ 
b) + Na- Py ruvinat | 3 00 { 258,8 26,8 

ce) Erythrocyten + Na-Bromacetat. . | ; | 154,3 — 

d) 32 ate re + Na- Pyruvinat 195,4 41,1 

11 a) Tauben-Erythrocyten. . 201,0 a 
b) z 4. Na- Pyruvinat | 3 00 I 272.3 ‘13 

ce) Erythrocyten + Na-Bromacetat . f , |, 206.8 — 

d) ss * oe Na- Py ruvinat | 230,1 23,3 


* Geschitzt nach den Ortho-P, 0;-Werten. 


Die AtmungsgréBe der Taubenerythrocyten ist wiaihrend der ersten 
halben Stunde etwa = 50 bis 60 cmm O, pro 1 cem Erythrocyten, sinkt in 
der zweiten halben Stunde auf 30 bis 40ce¢mm und nimmt in den 2 bis 3 
folgenden Stunden langsam ab. Die gesteigerte Atmung in der ersten 
halben Stunde deuten wir in Anlehnung an Befunde von Engelhardt als 
Folge der partiellen Anaerobiose wahrend der Vorbereitung zum Versuch. 

Auf der Suche nach physiologischen Oxydationssubstraten, die von 
den Erythrocyten verbrannt werden kénnten, wurde vor allem Milchséure 
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und den Pyrophosphatumsatz der Vogelerythrocyten. 











traubensaure] = 0,2; [Monobromessigséure] = 0,02 %. 
| : - , -Pvro-P 
Extra-O.-Aufnahme Ortho-P,0,; in mg/eem || Pyro-P,0; in mg/eem | Pyro-P,05 | Extra-Pyro-I 
REORDER NE TE RE LEED BS | ae... ae 
mm 0 vor dem nach dem vor dem nach dem _ thetisiert Extra-O, 


9 Versuch Versuch || Versuch Versuch in mg ccm (Mol) 


—_ 0,200 0,450 0,376 0,215 — 0.38 
43,4 —_ 0,320 — 0,315 0,100 a 
_ 0.340 0,680 0,340 0,080 est 0.64 
31,7 -_ 0,420 ote 0,300 0,220 0 
— 0,310 0,600 0,525 0,255 — 0.78 
37,8 nek 0,33 _ 0,550 0,245 ote 
— 0,300 0.430 0,430 0,260 _ 0.78 
19,5 — 0,270 — 0,370 0,110 rf 
—_ 0,300 0,649 2 ? — etwa 
469 —_ 0,300 -- ? etwa 1,10 
0,300 * 
— 0,097 0,216 0,353 0,294 — 0.34 
28,9 ass 0,105 _— 0,347 0,053 * 
a _ 0,226 _ 0,262 _ Lape 
98 was 0,173 —_ 0,258 0 
— 0,246 0,408 0,275 0,138 — 1.09 
215 ~ 0,269 _ 0,292 0,154 ida 
_ — 0,481 _ 0,979 — 1.23 
143 ~ 0,278 _ 0,194 0,115 “ae 
-- | 0,136 | 0,368 0,478 0,208 - 0.90 
25,4 _ 0,236 ~ 0,486 0,278 , 
— — 0,437 — 0,164 — 0.94 
14,1 _ 0,201 0,321 0157 
inst 0,239 0,476 0,469 0,298 — 0.27 
46,0 ~ 0,163 _~ 0,406 0,108 a 
_ _ 0,484 _ 0,336 — 0.65 
17,0 - 0,324 _ 0,442 0,106 wx 
— 0,152 0,269 0,282 0,123 _ 0.64 
| 111 — 0,204 — 0,173 0,050 1 
Ee cn aa 0.444 — 0 — 
| 26,6 =~ 0,303 — 0,052 0,025 0,39 
fre 0,242 0,424 0,400 0.178 ave one 
85,5 — 0,167 — 0,305 0,127 ha 
{| — — 0,324 _ 0,215 — 0.93 
| 113 — | 0,164 — 0,285 0,070 ’ 


gepriift. Wir fanden aber wie Engelhardt, daB Na-Lactat von den Tauben- 
blutkérperchen nicht verbraucht wird und eine sehr geringe Steigerung 
der O,-Zehrung bewirkt. (Uber das Verhalten der Phosphorsaurefraktionen 
bei Lactatzusatz siehe im folgenden Abschnitt.) 

Im Gegensatz zum Lactat erwies sich Pyruvinat (frisch destillierte 
und neutralisierte CH, .CO.COOQOH) als geeigneter Brennstoff. Zusatz 
von (,2°%, Brenztraubensiure zur Suspensionsfliissigkeit bewirkt vom 
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Beginn des Versuchs an eine betrachtliche Zunahme der Sauerstoff- 
zehrung, die bei den Erythrocyten von andmisierten oder hungernden 
Tauben (solche wurden in der Mehrzahl der spateren Versuche ge- 
braucht) besonders stark ist und hier 35 bis 50°, der Atmung in der 
Kontrollprobe erreicht (Tabelle 1). Wir betrachten dies als Anzeichen 
der Veratmung der Brenztraubensaéure [vgl. auch Krebs (10)], um so 
mehr als crientierende Bestimmungen nach Clift und Cook stets eine 
Abnahme der zugesetzten Brenztraubenséure im Laufe des Versuchs 
ergaben. Diese Abnahme war allerdings gréBer als die theoretische, 
aus der zusitzlichen Sauerstoffzehrung berechnete, da aber mit der 
Einsparung von zelleigenen Brennstoffen und nach Meyerhof und 
Mc. Eachern (11) auch mit anderweitigem Verbrauch der Brenztrauben- 
saure zu rechnen ist, haben wir weiterhin auf deren quantitative Be- 
stimmung verzichtet und auch die exaktere Bestimmungsmethode von 
Neuberg-Case nicht angewendet. 

Gegen die Deutung unserer im folgenden mitgeteilten Ergebnisse 
iiber die Apyro-Resynthese unter Pyruvinatzusatz als einer oxydativen 
Xesynthese ohne Zuckerveratmung k6énnte der Einwand erhoben 
werden, daB ein Teil des Pyruvinats im Pasteur- Meyerhofschen Cyclus 
zu Glykogen synthetisiert wiirde und Phosphorylierungsprodukte 
desselben der Apyro-Resynthese dienen kénnten. Wir haben diese 
Moglichkeit durch Experimente mit Zusatz von Monobromessigsaiure 
auszuschlieBen gesucht, durch die die Meyerhofsche Glykogensynthese 
aufgehoben wird (12). Zusatz von 0,02 bis 0,03 °, Monobromessigsaure 
bewirkte, wie Jodacetat bei Engelhardt, keine nennenswerte Hemmung 
der Atmung. Die Extrasauerstoffzehrung der Vogelerythrocyten bei 
Zusatz von Pyruvinat wird starker gehemmt, betragt aber immer 
noch 12 bis 20°, der Atmung der Kontrollprobe (Tabelle I, Versuche 6 
bis 11). 

Verhalten der Apyro-Fraktion. 

Im dreistiindigen Atmungsversuch wird in Vogelerythrocyten 
durchschnittlich etwa die Halfte der zu Beginn des Versuchs vor- 
handenen Menge des Apyro-P,O, gespalten, wobei eine fast identische 
Zunahme des anorg. P,O; zu beobachten ist. Der bilanzmaBbige 
Zerfall der Apyro-Fraktion ist stets um so gréBer, je schwacher die 
Sauerstoffzehrung wahrend des Versuchs war, und vice versa. 

In den Versuchen mit Zusatz von Glucose und von Milchsaiure wurde der 
Gehalt an Apyro-P,O; am Ende des Versuchs nur in dem Mae beeinfluBt, 
als eine Einwirkung auf den Sauerstoffverbrauch stattgehabt hatte, und 
zwar im erwarteten Sinne: jede Steigerung der Atmung hatte die Ein- 
sparung bzw. bilanzmaéBige Resynthese einer entsprechenden Menge Apyro- 
P.O, zur Folge. (Bei Lactatzusatz fand eine bedeutende Veresterung von 


anorganischer P,O, statt, aber nicht zu Apyro-P,O;, sondern zu weniger 
leicht hydrolysierbaren Estern; die fiir die Korrektur der Apyro-Werte zu 
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beriicksichtigende Hydrolyse zwischen 7 und 15 Minuten nahm_ infolge- 
dessen stark zu und die Apyro-Bestimmung wurde unsicher.) 

Auch der Zusatz von Bromacetat beeintraichtigte die Resynthese 
des Pyronucleotids nur insofern, als er auf die Atmung schadigend 
einwirkte; meist war am Ende des Versuchs etwas weniger Apyro-P, 0, 
und etwas mehr Ortho-P,O; vorhanden als in der Kontrolle. 

Der Zusatz von Brenztraubensaéure schlieBlich fiihrte in allen 
Versuchen eine bilanzmaBige Resynthese (verminderte Abnahme) des 
Apyro-P,O, herbei, die dem AusmaB der Extrasauerstoffzehrung ent- 
sprach; demgemaB blieb auch der Gehalt an Ortho-P,O, kleiner als in 
der Kontrolle (Tabelle 1). in den besten Versuchen war die Menge des 
Apyro-P,O, am Ende des Versuchs ebenso groB oder etwas gréBer als 
in der Anfangsprobe, die des Ortho-P,O, gleich groB oder etwas kleiner 
als zu Beginn des Versuchs (Versuche 3, 6, 7, 8). In Versuchen von 
kiirzerer Dauer werden sich wahrscheinlich Resynthesen von Apyro- 
P,O, tiber den Anfangsgehalt hinaus feststellen lassen. Bei Gegenwart 
von Bromacetat ist nach MaBgabe des kleineren Extra-O,-Verbrauchs 
auch die Einsparung der Apyro-Fraktion geringer. Die auf Grund des 
Mehrverbrauchs an Sauerstoff zu erwartende bilanzmaBige Apyro- 
Resynthese findet aber auch in diesem Falle statt (Versuche 6 bis 11). 

Wir haben versucht, das Aquivalenzverhaltnis zwischen Extrasauerstoff 
und Apyro-Resynthese bei Gegenwart von Pyruvinat zu berechnen und den 
energetischen Nutzeffekt der Reaktionskoppelung bei der oxydativen 
Resvnthese zu beurteilen. Wie bei der immerhin unvollkommenen Methodik 
und der relativ langen Versuchsdauer zu erwarten war, erhielten wir kein 
Extra-Apyro-P — 

Extra-O,  ” 
Quotienten ist aber ziemlich gleichmaéBig: pro 1 Mol Extra-O, wird meist 
1/, bis 1 Mol Orthophosphorsaure zu Apyro resynthetisiert, und zwar sowohl 
in den unvergifteten Proben wie bei Zusatz von Bromacetat. In den 
besten Versuchen nahert sich der Quotient dem Wert 1, den Engelhardt 
in Versuchen von kiirzerer Dauer fiir die aerobe Apyro-Resynthese nach 
vorangehender Anaerobiose der Erythrocyten fand. Unter Zugrunde- 
legung des mittleren physiologischen Brennwertes von 105000 cal fiir 

25000 


1 Mol O, und der negativen Reaktionswarme von ~~ = 12500 cal fiir 


konstantes Verhaltnis von die GréBenordnung = des 


die Resynthese von 1 Mol H,PO, zu Adenylpyrophosphorsaure wiirde dies 
einem Nutzeffekt von rund 12° entsprechen. 


Diskussion. 

Das Ergebnis unserer Versuche war folglich, daB die Oxydation von 
Brenxtraubensdure in intakten Vogelerythrocyten eine Resynthese der 
Apyro-Fraktion herbeifiihrt, und zwar auch dann, wenn durch Zusatz von 
Bromessigsiure eine Synthese des Pyruvinats zu Glykogen und ein 
eventueller glykolytischer Abbau von praformierten Kohlenhydraten 
verhindert ist. Auch die normale oxydative Resynthese ist bei den 
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Vogelerythrocyten anscheinend nicht an den Abbau von Kohlenhydraten 
gekniipft. Dieses Ergebnis konnte als ein Argument zuungunsten der 
Identitaét des oxydativen und des glykolytischen Resynthesemechanis- 
mus betrachtet werden, insofern die zur glykolytischen Resynthese 
gehérende Dephosphorylierung von phosphorhaltigen Zuckermetaboliten 
hier umgangen wurde. Es ergab sich ferner die Folgerung, daB keine 
Ubertragung von Energie durch Phosphorsaure in statu nascendi vorlag, 
es sei denn, man setzte voraus, dab im Laufe der Oxydation der Brenz- 
traubensdure phosphorylierte Zwischenprodukte gebildet wiirden. Fiir 
letztere Annahme schienen zu der Zeit, wo unsere Versuche abgeschlossen 
wurden (Friihjahr 1934), nicht die geringsten Anhaltspunkte vorzuliegen; 
seither sind aber wichtige neue Arbeiten aus den Laboratorien von 
Meyerhof und Parnas veréffentlicht worden, die die Sachlage wesentlich 
andern und uns veranlassen, bei der Deutung unserer Ergebnisse neue 
Gesichtspunkte in Erwagung zu ziehen. Einerseits haben Lohmann (13) 
und Parnas und Mitarbeiter (14) nahezu gleichzeitig iiberzeugend 
bewiesen, dal} die anaerobe Resynthese der Adenylpyrophosphorsaure 
im Muskelgewebe unter Aufnahme energiereicher nascierender Phosphor- 
siiure vor sich geht, die direkt dem Zerfall der Kreatinphosphorsaure!, 
indirekt demjenigen von phosphorylierten Zuckermetaboliten, wahr- 
scheinlich der Phosphoglycerinséure, entstammt. Angesichts dieser 
Tatsachen wiirde es als eine sehr unerfreuliche Notwendigkeit er- 
scheinen, fiir die oxydative Rephosphorylierung der Adenylsdure in 
Vogelerythrocyten eine prinzipiell abweichende Art der Energieiiber- 
tragung beanspruchen zu miissen. Uber diese Schwierigkeit hilft aber 
vielleicht die Entdeckung von Meyerhof und Lohmann (15) hinweg, die 
soeben gezeigt haben, da sich beim Abbau von Phosphoglycerinsaure 
zu Brenztraubenséure intermediir Phosphobrenztraubensaure _bildet, 
die dann unter Beteiligung von Adenylséure (und Mg-Ionen) als Co- 
Ferment dephosphoryliert wird (allerdings unter den Versuchs- 
bedingungen der Autoren ohne nachweisliche Pyronucleotidsynthese). 
Mit der Auffindung der phosphorylierten Brenztraubensiure gewinnt 
aber die, freilich erst experimentell zu beweisende, Vermutung an Wahr- 
scheinlichkeit, daB Brenztraubensaure bei ihrer biologischen Oxvdation 
intermediar phosphoryliert werden kann. Ist dem so, dann lassen 
sich unsere Ergebnisse mit der Identitét des glykolytischen und des 
oxydativen Mechanismus der Rephosphorylierung und mit der Energie- 
iibertragung durch chemische Koppelung wohl vereinbaren. 

1. Da Phosphagene, die als Vermittler der Energie- und Phosphat- 
iibertragung auftreten kénnten, in Blutkérperchen und anderen Geweben 
mit Ausnahme des Muskel- und Nervengewebes bisher nicht entdeckt 
worden sind, bedarf der Mechanismus der glykolytischen Pyronucleotid- 
synthese in solchen phosphagenfreien Geweben weiterer Erforschung. 
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Nachtrag bei der Korrektur. Diese Folgerung aus unseren im Friihjahr 
1934 abgeschlossenen Versuchen steht im Einklang mit den wiahrend der 
Drucklegung der vorliegenden Arbeit publizierten, auf anderem Wege 
erreichten Vorstellungen von J. Parnas (Nature 134, 1007, 1934; diese 
Zeitschr. 275, 74, 163, 167, 1935). Parnas gelangt auf Grund von Versuchen 
iiber die Riickbildung von Adenosintriphosphorséure in fluoridvergiftetem 
Muskelbrei gleichfalls zu dem Schlu8, daB zugesetzte Brenztraubenséure 
Phosphat aufzunehmen und auf Adenylséure zu iibertragen vermag. Es 
sei hierzu nur bemerkt, da dieser unter bedeutendem Aufwand von freier 
Energie ablaufende ProzeB8 wahrscheinlich nicht durch die bloBe Gegenwart 
von Pyruvinat (+ H,PO,) erzwungen werden kann, sondern die gleich- 
zeitige Oxydation der Brenztraubenséure als Energiequelle zur Voraus- 
setzung zu haben scheint. In unseren Versuchen war Brenztraubensaure 
nur in dem MaBe als Phosphatiibertrager wirksam als sie eine Extrasauer- 
stoffzehrung verursachte: wo diese ausblieb, vermiBten wir auch den 
Phosphorylierungseffekt. Unseres Erachtens ist auch bei den Versuchen 
von Parnas mit der Médglichkeit einer Oxydation der Brenztraubenséiure im 
Fluoridmuskelbrei zu rechnen. Auf eine allgerneine Beteiligung von Phos- 
phorylierungsvorgaingen bei gewissen enzymatischen Oxydationen scheinen 
neuere Befunde aus den Laboratorien von Huler und mehreren anderen 
Forschern iiber die Co-dehydrasefunktion von Adeninnucleotiden hinzu- 
deuten. 








Uber die Reversibilitit der Wirkung des Histozyms. 
Von 


A. W. Blagowestschenski und K. A. Nikolaeff. 


(Aus dem A. Bach-Institut fiir Biochemie des Volkskommissariats fiir 
Gesundheitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 14. November 1934.) 


Bei biochemischen Synthesen, mit ihrem meist nicht  unter- 
brochenem Verlauf, ist die Frage nach den Quellen der notwendigen 
Energie von groBer und auch aktueller Bedeutung. Die grundlegende 
Bedeutung des seit langerer Zeit vermuteten innigen Zusammenhangs 
zwischen den synthetischen Vorgingen und den Oxydoreduktions- 
prozessen ist durch eine Reihe von Arbeiten aus neuester Zeit klar ge- 
worden, die den Mechanismus der Aktivierung der proteolytischen 
Fermente durch Sulfhydrylverbindungen betreffen. Als zusammen- 
fassender SchluB aus den Arbeiten von Willstdtter (1), Grassmann (2), 
Waldschmidt-Leitz (3), Rondoni und Pozzi (4), Bersin und Logemann (5), 
Maschmann und Helmert (6) erscheint die Folgerung berechtigt, daB 
die Reduktion der SS-Gruppe zur SH-Gruppe, die mit Abnahme des 
Sauerstoffpotentials im Reaktionsgemisch einhergeht, die Aktivitat der 
proteolytischen Fermente erhéht. Es war naheliegend, anzunehmen, 
da8 unter entgegengesetzten Bedingungen der umgekehrte Vorgang 
eintritt und bei erhéhter Konzentration an aktivem Sauerstoff die 
synthetischen Vorginge iiberwiegen miissen. Es mu demnach die 
Lage des Sauerstoffpotentials fiir die Richtung der reversiblen Prozesse 
im Organismus und auch in vitro maBgebend sein (daB den biochemischen 
Synthesen reversible Fermentreaktionen zugrundeliegen, diirfte wohl 
keinem Zweifel unterliegen). In Anlehnung an alte Beobachtungen von 
Zaleski und Palladin sowie an Befunde von Grassmann und Wald- 
schmidt-Leitz iiber die vollstandigere Aktivierung der Proteinasen bei 
Abwesenheit von Sauerstoff, hat Mothes (7) experimentell erwiesen, 
daB die EiweiBsynthese in pflanzlichen Geweben um so energischer 
vor sich geht, je héher die Konzentration des Sauerstoffs ist. Durch die 
vorliegenden Untersuchungen soll gezeigt werden, da auch beim 
in vitro-Versuch ein ebensolches gekoppeltes Zusammenarbeiten oxydo- 
reduktiver und synthetischer Prozesse verwirklicht werden kann, wie 
es im lebenden Organismus vor sich geht. 


Wir wahlten den ProzeB der Hippursdurebildung aus Benzoesdure 
und Glykokoll unter dem EinfluB des Histozyms. Wir gingen dabei von 
den Versuchen von Abelous und Ribaut (18) aus, die aus Glykokoll und 
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Benzylalkohol unter Einwirkung von zerkleinertem Nierengewebe von. 
Rind oder Schwein Hippurséure erhalten hatten, denn diese Versuche 
wiesen direkt auf die Méglichkeit einer Synthese auf Kosten der Energie 
hin, die bei der Oxydation von Benzylalkohol zu Benzoesaure frei wird. 
Wir hielten es fiir angemessen, zuvor zu ermitteln, wie sich das Histozym 
einerseits gegeniiber Sulfhydrylverbindungen, speziell Cystein, anderer- 
seits gegeniiber Oxydationsmitteln verhalt. 

Seit den Arbeiten von Willstdtter iiber die Aktivierung der Proteasen 
durch Schwefelwasserstoff und der Entdeckung des Glutathions durch 
Hopkins, hat das Problem der Fermentaktivierung durch Sulfhydryl- 
verbindungen eine sehr weitgehende Bearbeitung erfahren. Zu erwahnen 
sind in dieser Richtung die Arbeiten von Waldschmidt-Leitz, Scharikowa 
und Schdfjner ;8) iiber Katalase und Phosphatase, die Untersuchungen von 
Pringsheim (9) iiber Amylase; auch in bezug auf die Glyoxalase liegen ent- 
sprechende Angaben vor. Von den zum Typus der Amidasen gehérenden 
Fermenten sind Arginase (8)(10) und Asparaginase (11) eingehend in 
diesem Sinne untersucht worden. 

In diesem Zusammenhang und im Hinblick auf die oben erérterten 
Vorstellungen schien es uns nicht uninteressant, in dieser Richtung das 
zu dem gleichen Typus gehérende Histozym zu untersuchen, welches 
den Zerfall und wohl auch die Synthese einer der wichtigsten gepaarten 
Sauren, der Hippursaure, katalysiert. 

Als Ferment verwendeten wir ein Praparat von Takadiastase, die, 
wie bekannt, einen Komplex von Enzyme enthalt, darunter nach 
Neuberg und Rosenthal (12) das Histozym. Als Substrat diente 
Natriumhippurat, als Puffer eine Mischung aus Citronenséure und 
sekundérem Natriumphosphat. Die Titration wurde nach Sdrensen 
ausgefiihrt, die Resultate sind in cem n/10 NaOH ausgedriickt. 
Die Fermentaktivitaét war ziemlich hoch. 


Vier K6élbchen, beschickt mit je 1g Ferment, 0,6 g Na-Hippurat, 40 cem 
Pufferlésung und 30 cem Wasser. 








Zunahme Zunahme 
in ecm in cem 
Nr. n/l0 NaOH] Nr. n/l0 NaOH 
nach 4s Std. nach 48 Std. 
bei 37° bei 37° 
1 Puffer pq 6,0. . 24,8 3 Puffer py 8,0... 2... 29,4 
2 » Pa 1,0.>. 26,9 4 » Px 7,0 gekocht . 0,6 


Bei vollstandiger Spaltung von 0,6 g Na-Hippurat hatten 30 ccm 
n/10 NaOH verbraucht werden sollen, die Spaltung war demnach 
praktisch vollstandig. 

Aus manchen Griinden erschien das Arbeiten mit Fermentextrakten 
viel bequemer als mit Trockenpraparaten. In der Literatur wird an- 
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gegeben, daB sich Histozym ziemlich gut mit Wasser extrahieren laBt (13). 
Mit unserem Praparat von Takadiastase ergaben sich jedoch in dieser 
Richtung keine befriedigenden Resultate, und wir versuchten daher das 
Ferment mit anderen Lésungsmitteln zu extrahieren. Hierzu verwendeten 
wir 75 und 87 %iges Glycerin, alkalisches Glycerin derselben Konzen- 
tration, sekundares Na-Phosphat, Phosphatpuffer, physiologische Na Cl- 
Lésung und 0,2%ige Essigsiure. Wie aus Tabelle I zu ersehen ist, 
waren die Extrakte mit Phosphatpuffer und alkalischem Glycerin 
am wirksamsten, fiir die spateren Versuche verwendeten wir 
Phosphatpufferextrakte. Die 10°%ige Suspension des griindlich 
zerriebenen Fermenttrockenpraparats wurde 12 bis 24 Stunden bei 
37° stehengelassen und dann filtriert. Das klare Filtrat diente zu 
den Versuchen. 


Tabelle I. Extraktion des Ferments. 
a) 5cem Extrakt, 0,25 g Na-Hippurat. Phosphatpuffer bis zu 60 ccm, 37°. 





Zunahme Zunahme 


i in ecm in ecm 
Nr. Extraktionsmittel njlo Nr. Extraktionsmittel n/i0 
NaOH NaOH 
|| nach nach 
96 Std. 96 Std. 
2! ee moe 3,3 3 || Phosphatpuffer py 8,0. . 11,2 
. paatp T PH» 
2  Phosphatpuffer py 6,0. . 3,0 | 4) Glycerin, mit Wasser 
verdinnt. ..... 5,3 





Anmerkung: Maximaler méglicher Titrationswert 12,2 cem n/10 NaOH. 


b) 7,5 eem Extrakt, 0,2 g Na-Hippurat, 60 ccm Phosphatpuffer, 37°. 














Zunahme | Zunahme 
in cem in cem 
Nr. + Extraktionsmittel won Nr. Extraktionsmittel NaOH 
nach nach 
96 Std. 96 Std. 
i peonnet kk 4,0 3 0,85% NaCl-Lésung. . 2,1 
2 || 75% alkalisches Glycerin 6,6 4) 0,22% CH,COOH ... 0,6 


Anmerkung: Maximaler méglicher Titrationswert 9,8 cem n/10 NaOH. 


c) Extraktion des Ferments mit Boratpuffer 15 cem Filtrat mit 35 cem 
Pufferlésung, 30 cem Wasser und 0,2 g Na-Hippurat, 37°. Aziditaétszunahme 
in ecem n'/10 NaOH: 20 cem. 

Nebenher priiften wir den Einflu8 der Autolysendauer auf die 
Aktivitét des Histozyms, da Smorodinzew (14) angibt, daB die Autolyse 
des Nierengewebes auf die Hydrolyse der Hippursdure eine hemmende 
Wirkung ausiibt. Die erhaltenen Resultate stimmen vollkommen mit 
den Befunden von Smorodinzew iiberein. 
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Tabelle II. 
15cem Fermentextrakt, 5cem Na-Hippuratlésung (0,4 g¢ + 60 ccm 
Pufferl6sung, px 8,0). 





In eem 
Nr Zunahme n/10 NaOH 
vn nach 96 Std. nach weiteren 
96 Std. 
1 Probe mit frischem Fermentextrakt. . .. . 16,1 7,0 
2 % » 96 Std. gealtertem Ferment .. . 8,6 2,2 
3 e ~ tees ea - ere 2,2 1,6 


Nachstehend folgen (Tabelle III) die Ergebnisse von Versuchen 
mit Cystein, das die Hydrolyse der Hippursiure hemmt. Zusatz von 
Eisen stellt die urspriingliche Wirksamkeit des Ferments hierbei nicht 
wieder her. In dieser Hinsicht unterscheidet sich das Histozym aus- 
gesprochen von Fermenten des Kathepsintypus und nahert sich vielmehr 
den Peptidasen, deren Wirkung durch Verbindungen vom GSH.-Typus 
gehemmt wird. 

Tabelle III. 
15cem Extrakt, 65cem Phosphatpuffer, 0,4 g Na-Hippurat; 37°; 
Versuchsdauer 72 Stunden. 





Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 
Phosphat- Borat- Phosphat- Phosphat- 
puffer- puffer- pufter- pufter- 
extrakt extrakt extrakt extrakt 


Kontrolle Shag baer es Be Fae ee 19,0 4,0 10,1 15,8 
Mit 20mg Cystein 2. we 14,1 2.6 4,9 11,7 
‘ ™ * Bo EN nea eta. Veter Su bee — — 9,8 13,9 
a i +69mg Fe.SO,... 7,8 0,9 6,6 10,2 
Oe WORMOR Pons see Se al ers 7,8 1,6 yA 12,6 


Ferner haben wir im Zusammenhang mit der Hemmung hydro- 
lytischer Fermentprozesse durch Oxydationsmittel [Arginase (15), 
Kathepsin (4) und Papain (5)] den EinfluB von Sauerstoff, Hydroper- 
oxyd und Benzochinon auf die fermentative Spaltung der Hippur- 
siure untersucht (Tabellen IV und V). 


Tabelle IV. Einflu8 des Sauerstoffs. 
Der Fermentextrakt wurde 6 Stunden 15 Minuten mit Sauerstoff durchperlt. 
15cem Extrakt, 0,2 g Na-Hippurat, Phosphatpuffer bis auf 80 cem; 37°; 
Versuchsdauer 144 Stunden. 





Zunahme 
Nr. in eem 
n/l0 NaOH 


1 Ohne Sauerstoff. ....... 8,16 
2 Mit ka <eaS or aes 7,04 














372 A. W. Blagowestschenski u. K. A. Nikolaeff: 

Tabelle V. Einflu8B von Hydroperoxyd und Benzochinon. 
Zunahme Zunahme 
in cem in ecm 

r. n/10 . n lo 
Nr. NaOH |X: NaOH 
nach nach 
96 Std. 96 Std. 
iS Bontreiie 5s eos. 21,5 | 3 > Etwa 55mg H,O0,. . . . 18,1 
2 Etwa 800mg H,0,. . 94 | 4 8,7 mg Benzochinon . . 7,4 





Die Wirksamkeit des Hystozyms wird demnach sowohl durch 
Vorbehandlung des Ferments mit Sauerstoff als durch die Einwirkung 
ven Hydroperoxyd oder Benzochinon auf das Reaktionsgemisch stark 
beeinfluBt. Deutlich zu erkennen ist der Einflu8 der H,0O,-Konzentra- 
tion. Dies Verhalten des Ferments gegeniiber Oxydationsmitteln ver- 
anlaBte die Vermutung, daB die umgekehrte Reaktion, die Synthese der 
Hippursaure aus ihren Komponenten, durch Oxydationsmittel geférdert 
werden kénnte. Es ist leicht einzusehen, daB im Falle einer solchen 
Synthese, wie bei jeder Fermentreaktion, die Substratkonzentration, 
die Gegenwart von Wasser und das px als maBgebende Faktoren zu 
beriicksichtigen sind. 


Die Aufgabe bestand vor allem in der Wahl von Oxydationsmitteln, 
was keine Schwierigkeiten bereitete, und von exothermischen Reak- 
tionen, die fiir die synthetische Reaktion ausgenutzt werden kénnten. 
Wie eingangs erwahnt, haben seinerzeit Abelous und Ribaut (16) in 
ihren Versuchen den Weg hierzu gewiesen. Die fermentative Synthese 
der Hippurséure durch Einwirkung des Histozyms aus Nierengewebe 
auf Glykokoll und Benzylalkohol sollte durch die exotherme Oxydation 
des Benzylalkohols die fiir die Bildung der Hippursdure erforder- 
liché Energie liefern. Bei Anwendung von etwa 500g zerkleinerten 
Nierengewebes (von Pferd oder Schwein) erzielten die Autoren 
die Bildung von nahezu 1°, Hippursdure aus den genannten Aus- 
gangsprodukten. 


Dieser Weg — die Ausnutzung einer gekoppelten Reaktion — 
schien uns sehr verlockend, und wir beschlossen, dies Vorgehen in Ver- 
suchen mit dem Histozym der ,,Takadiastase“ anzuwenden. Als Ferment 
diente das in den vorangehenden Versuchen angewandte Praparat 
von Takadiastase; es wurde nicht in der Form von Extrakten, sondern 
in Substanz gebraucht. Als Oxydationsmittel verwendeten wir Per- 
hydrol und das Fermentsystem: Peroxydase-H,O,-Guajakol. Zur 
Bestimmung der Hippurséure bedienten wir uns des Verfahrens von 
Folin und Flanders (17); es beruht darauf, da8 die Hippursdure mit 
Natronlauge hydrolysiert und dann mit Salpetersiure in Gegenwart 
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von Kupfernitrat gekocht wird; die freigelegte Benzoesdure wird mit 
Chloroform extrahiert und das gewaschene Extrakt mit n/10 Na- 
Alkoholat gegen Phenolphthalein titriert. 

Die Versuchsanordnung war wie folgt: in drei Kélbchen kamen je 
1g Ferment unter Zusatz von 25 cem Pufferlésung oder Glycerin, 3 cem 
Benzylalkohol und 1,5 g Glykokoll. Die eine von den angestellten Proben 
wurde sogleich aufgearbeitet, die tibrigen zwei Proben wurden unter Toluol 
im Thermostaten bei 37° unter Durchleitung von Luft 8 bis 10 Stunden 
stehengelassen. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die eine Probe hydrolysiert, 
die andere direkt mit Chloroform behandelt zur Extraktion der vorgebildeten 
oder der wahrend des Aufenthaltes im Thermostaten entstandenen Sauren 
(darunter Benzoesaure). Die Differenz entsprach der gebildeten Hippur- 
sauremenge. 

Unsere anfanglichen Versuche wurden in Pufferlésungen bei 
pu 6, 7, 8 ausgefiihrt, mit oder ohne Zusatz von Perhydrol oder 
Benzochinon. Da aber unter diesen Bedingungen keine Hippursaure- 
synthese erfolgte, wurde spaterhin ausschlieBlich Glycerin verwendet, 
in dem das Glykokoll in der notwendigen Konzentration hinreichend 


Tabelle VI. Wirkung von Histozym auf Benzylalkohol + Glykokoll 
in Pufferlésung. 


NaOH-Verbrauch bei der Titration. 





Versuchsdauer Versuchsdauer 
29 Std., Py 6,0, 48 Std., Py 6,9, 
lcem Perhydrol 0,15 mg Chinon 


Versuchsdauer 
29 Std., Dy 6,0 


Vor dem Versuch . pas ; 
5,7 cem 4,6 ccm 4,20 eem 

T « . re « ih—4 

Nach ,, ‘a Sa Sera Ro aie 48 . 375 . 385 . 


Tabelle VII. WirkungvonHistozym auf Benzylalkohol+ Glykokoll 
in Glycerin. 


Titrationswerte in cem n/10 NaOH. 





Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 5 
Synthese in Kontrolle, 
Glycerin, Synthese in 


Synthese in Synthese in Daner Glycerin, 
Synthesein Glycerin, Glycerin, 24Std.5cem Glykokoll 
Glycerin, Dauer Dauer 0,1°%/9iges ohne Zusatz 
Dauer 48 Std., 48 Std., Guajakol, von 
48 Std. 0,5 eem 0,7 eem 5 eem Per- Benzyl- 


Perhydrol Perhydrol oxydase in alkohol, 

5 Portionen Dauer 

zugesetzt 24 Std. 

ecm 7,85cem_ 1,9 cem 
» {21,80 , | 2,0 , 


Vor dem Versuch 


58cem 18,65cem 7, 
Nach , “3 elk NS a, 22,35 iP 


8,0 »  |22,35 ,. |} 1 


~I or 





| : 
| 
Diflerems.. «....s. ba. | 2.2cem 3,7 com 4,2 cem 14,0 cem 0,1 cem 





Menge der Hippursiure. . 284mg 662mg 74,2mg 259,7mg 1,7 mg 
(1,38%) | (3,0% (3,4°%)  (11,5°,) (0,08) 


Biochemische Zeitschrift Band 276. 95 
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léslich ist. Der Ersatz des Wassers durch Glycerin war dadurch veran- 
laBt, daB jenes fiir synthetische Prozesse keineswegs indifferent ist, wie 
von verschiedenen Autoren gezeigt wurde, und einigermaBen bedeutende 
Wassermengen das Gleichgewicht unvermeidlich zugunsten der Hydrolyse 
verschieben miissen. Die erhaltenen Resultate sind in den Tabellen VI 
und VII aufgezeichnet. 

Aus der Tabelle VII ist zu ersehen, daB ohne Oxydationsmittel eine 
Synthese von Hippursaure nur in sehr geringem MaBe (1,3 °%) erfolgt, 
ein Wert, der demjenigen nahesteht, den Abelous und Ribaut bei An- 
wendung von sehr viel Fermentmaterial erzielten. Zusatz von Per- 
hydrol erhéht die Ausbeute fast um das Dreifache; eine besonders 
starke Zunahme findet aber in den Versuchen mit Peroxydase und 
H,O, statt, wo die Menge der gebildeten Hippursaiure etwa 11,5 °% des 
vorgelegten Substrats erreicht. Endlich versuchten wir direkt Benzoe- 
saure anstatt des Benzylalkohols in Reaktion zu bringen. Die Resultate 
waren in den Experimenten ohne und mit Perhydrolzusatz jedoch 
ganz negativ. 

Dieser Weg — die Anwendung von einem Fermentsystem zur Akti- 
vierung eines anderen — wurde schon von Bersin und Logemann (5) 
eingeschlagen, die die Reduktion von Papain mittels des Systems 
Succinodehydrase—Succinat erzielt haben. Es ist sehr wahrscheinlich, 
daB das energetische Potential des durch Kombination beider Oxyda- 
tionsmitte] aufgebauten Systems deren Einzelpotentiale bedeutend 
iibertrifft und dadurch die fiir die Synthese benédtigten Bedingungen 
schafft. 

Weitere Versuche werden zeigen, inwieweit derartige gekoppelte 
Reaktionen beim Studium anderer reversibler Fermentreaktionen ver- 
wertet werden kénnen. 

Zusammenfassung. 

1. Die Extraktion von Takadiastase-Trockenpraparaten mit Phos- 
phatpuffer ergibt vollaktive Lésungen, die zur Spaltung von Hippur- 
siure befahigt sind. 

2. Cystein wirkt hemmend auf das Histozym. 

3. Durch Zusatz von Eisen wird die urspriingliche Aktivitét des 
Ferments nicht wieder hergestellt. 

4. Die Oxydationsmittel: Sauerstoff, Wasserstoffsuperoxyd und 
Benzochinon hemmen gleichfalls die Wirkurg des Histozyms. 


5. In Gegenwart von Oxydationsmitteln und energieliefernden 
Systemen wird aus Glykokoll und Benzylalkohol in Gegenwart des 
Histozyms der Takadiastase Hippursaiure synthetisiert. 
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Ein einfacher Apparat zur Bestimmung des Gasstoffwechsels 
bei kleineren Tieren mit direkter Sauerstoffbestimmung. 
Von 
Josef Pélyi. 

(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 

(Eingegangen am 18. Januar 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Laufe verschiedener klinischer und experimenteller Versuche 
zeigt sich haufig die Notwendigkeit, Gasstoffwechselbestimmungen 
durchzufiihren. Zu diesem Zwecke benutzt man meistens kleinere 
Tiere, da bei diesen die Versuchseinrichtungen bedeutend _ billiger 
sind und die Veranderungen meistens schneller auftreten. Man mub 
jedoch wegen der kleinen Menge der bei diesen Versuchen auftretenden 
Stoffwechselprodukte die Versuche mit gr6éBerer Genauigkeit und Vor- 
sicht durchfiihren, und deshalb miissen die verwendeten Apparate ein 
zwar einfaches, aber um so_piinktlicheres Arbeiten gestatten. Die 
zahlreichen fiir diese Untersuchungen hergestellten und in Verwendung 
stehenden Apparate bezwecken hauptsachlich eine Vereinfachung der 
Versuche und ihre genauere Durchfiihrung, wobei die bisher bekannten 
Prinzipien meistens aufrechterhalten werden. Die Zusammenstellung 
des hier mitzuteilenden Apparates habe ich ebenfalls auf Grund der 
bestehenden Prinzipien zu lésen versucht und zwar unter folgenden 
Gesichtspunkten: Der Apparat soll einfach, seine Herstellungskosten 
gering und die Versuchsbedingungen rasch abzudandern sein, ohne dab 
aber dadurch Piinktlichkeit und Genauigkeit leiden. Die Exaktheit 
der Versuchsergebnisse wird dadurch erhéht, daB die Sauerstoff 
bestimmung direkt erfolgt und die Einrichtung der Apparatur auch eine 
Berechnung des Sauerstoffverbrauchs gestattet. Durch diese Kontrolle 
wird die Genauigkeit der Stoffwechselbestimmungen stark erhdht. 


Methodik. 


Prinzip. Der Apparat stellt in seinen Grundziigen einen luftzirkulieren- 
den Respirationsapparat mit geschlossenem System dar. Die vom Tiere 
abgegebenen Wasser- und die produzierten Kohlenséiure-mengen werden 
gewogen, ebenso wie der verbrauchte Sauerstoff (direkte Sauerstoff- 
bestimmung). Aus dem Gewichtsverlust des Tieres und aus dem Gewicht 
des aufgefangenen Wassers und der Kohlenséure wird dann der Sauerstoff- 
verbrauch auf indirektem Wege berechnet. In seinem Grundprinzip stimmt 
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also der Apparat mit den iibrigen fiir kleinere Tiere konstruierten Apparaten 
iiberein, wie z. B. mit den Apparaten von Benedict', Frideritia® u. a. 
Beschreibung des Apparates. Zur Aufnahme des Versuchstieres dient 
ein Vakuumexsikkator (Ve). Sein unter der Verengung befindlicher Teil 
ist mit Schrot gefiillt und oberhalb der Verengung mit einer Glasplatte 
luftdicht abgeschlossen. Das Gewicht des Schrotes soll ein Umkippen des 
Exsikkators im Wasser des Thermostaten verhindern, wahrend das Ab- 
schlieBen oberhalb der Verengung eine Verringerung des schadlichen Raumes 
bezweckt. In den Exsikkator kommt dann der zur Aufnahme des Tieres 
bestimmte Kafig (7b), der aus einem Drahtnetz angefertigt ist und in einer 
mit fliissigem Paraffin gefiillten Blechschale (7') steht. (Der Kafig ist mit 
dieser Schale durch Drahtspangen verbunden.) Die Exkremente des Tieres 
gelangen daher in die Schale, wo sie auf Grund ihres gr6Beren spezifischen 
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Abb. 1. 


Gewichts unter die Paraffinschicht einsinken und dadurch vor Verdunstung 
geschiitzt werden. Zwecks luftdichten AbschlieBens wird der obere Rand 
des Exsikkators eingefettet, sein Deckel aufgelegt und mit Fixationsklammern 
befestigt. In der etwa 5cm breiten Offmung des Deckels befindet sich ein 
Gummistopfen, dessen vier Bohrlécher zur Aufnahme eines Manometers, 
eines Thermometers und je eines Rohres fiir die Zu- bzw. Ableitung der 
Luft dienen. Wahrend des Versuchs kommt der Exsikkator in einen Thermo- 
staten, der aus einem groBen Topf (Ge) hergestellt ist. Die Temperatur 
wird durch einen Thermoregulator konstant gehalten. Bei Versuchen, zu 
denen niedere Temperaturen erforderlich sind, muB das Wasser abgekiihlt 
werden, ebenso im Sommer bei héherer AuBentemperatur. Zu diesem 
Zwecke befindet sich im Wasser des Thermostaten ein Kupferrohr, durch 
das kaltes Leitungswasser strémt. 

Die Luftzirkulation wird durch eine exzentrische Luftpumpe (lower) 
oder durch einen geschlossenen Ventilator aufrecht erhalten, nur ist darauf 
zu achten, daB durch diese Hilfsapparate die vollstandige Luftdichtigkeit 


1 Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. IV, T. 10, 8. 537. 
— ? Diese Zeitschr. 54, 92, 1913. 
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des Systems nicht gestért wird. Bei der Auswahl der Pumpe muB man 
darauf achten, da sie imstande ist, den Widerstand zu tiberwinden, der 
durch die Anordnung des Systems bedingt wird. Wenn uns nun eine Pumpe 
zur Verfiigung steht, die nur einen kleineren Widerstand zu iiberwinden 
vermag, dann schalten wir die den gr6Bten Widerstand représentierenden 
Schwefelsiurebehalter aus und verwenden an ihrer Stelle zum Auffangen 
des Wassers Chlorcaleiumbehalter. In diesem Falle kann auch mit einer 
Pumpe, die nur tiber eine sehr kleine Druckkraft verfiigt, die Luftzirkulation 
aufrecht erhalten werden. Die Luftpumpe (/) driickt die Luft durch das 
System und saugt sie wieder zuriick. AuBer diesem Wege fiir die Luft ist 
noch, so wie bei dem Apparat von Benedict, ein Nebenstromkreis vorhanden 
(Nb), dessen innerer Durchmesser reguliert werden kann. Durch Anderungen 
in diesem Nebenstromkreis kénnen wir die den Hauptstromkreis passierende 
Luftmenge regulieren. Diese Regelung erweist sich bei der Untersuchung 
verschieden groBer Tiere als unbedingt notwendig, denn die Luftmenge, 
die z. B. imstande ist, die Produkte einer 150 g schweren Ratte abzutranspor- 
tieren, erscheint bei einem 400 bis 600g schweren Meerschweinchen als 
véllig unzureichend. Im Hauptluftstromkreis ist nach der Pumpe ein 
Olauffanggerit (I) eingeschaltet, dann das Schwefelsiure- bzw. Chlor- 
calicum-gefa8 (I1), das die aus dem Ol der Pumpe verdampfte Feuchtigkeit 
auffangt. Bei Verwendung von Schwefelséure schalte ich neuerlich ein 
GefaB ein (LIT), in dem sich zwischen Glaswolle Natriumecarbonat befindet. 
Dieses GefaiB fangt dann die unter Umstinden vom Luftstrom mitgerissenen 
Schwefelsiuretrépfchen auf'. Von hier aus wird der Luftstrom in den 
Exsikkator geleitet. Damit die Luft woméglich mit der gewiinschten 
Temperatur zum Versuchstier gelange, wird sie vor ihrem Eintritt in den 
Exsikkator durch ein Kupferrohr geleitet, das durch das Wasser des 
Thermostaten geht. Die Einstr6mungséffnung fiir die Luft in den Exsikkator 
befindet sich ganz oben, wahrend die Ausfiihrungséffnung wegen der 
sehweren Kohlenséure durch einen Gummischlauch an den tiefsten Punkt 
des Exsikkators verlegt ist. Mit der Ausfiihrungséffnung werden die zur 
Aufnahme der Umsatzprodukte dienenden GefaSe verbunden. Zur Auf- 
nahme des Wassers dienen zwei Schwefelséure- bzw. Chlorealcium-gefaBe (IV) 
und zur Aufnahme der Kohlensiure zwei NatronkalkgefiBe (V). Die 
Feuchtigkeit, die vom Natronkalk abgegeben wird, wird wiederum in zwei 
SchwefelsiuregefiBen (VI) aufgefangen. Erst dann wird der Luftstrom 
wieder der Pumpe zugefiihrt. An zwei Stellen des Luftstromkreises sind 
mit Hahnen versehene Abzweigungen angebracht. Der eine befindet sich 
hinter dem Exsikkator, wo der verbrauchte Sauerstoff ersetzt wird (B), 
der zweite vor der Pumpe, durch welchen am Ende des Versuchs Luftproben 
zur Analyse entnommen werden (H). Da die vom Tiere abgegebene Kohlen- 
siure aufgefangen wird und das Tier den Sauerstoffgehalt des Exsikkators 
bzw. des ganzen Systems verbraucht, mu8 die Luftmenge und so auch der 
Druck im System sinken. Dieses Sinken wird durch das im Deckel des 
Exsikkators befindliche Manometer (7) angezeigt. Das Manometer zeigt 
also den Sauerstoffverbrauch des Versuchstieres an, oder mit anderen 
Worten, es zeigt uns, wieviel Sauerstoff wir in das System einfiihren miissen, 
um den Sauerstoffbedarf des Tieres zu decken. Wenn wir nun soviel Sauer- 
stoff in den Apparat einstrémen lassen, da8 das Manometer stiandig auf 
Null steht, so ersetzen wir eben die vom Tiere verbrauchte Sauerstoffmenge. 


1 Gelangt namlich Schwefelséure in das ITI. GefiB, so entsteht Kohlen- 
dioxyd und der Versuch mu8B aufgegeben werden. Doch ist diese Gefahr 
noch geringer, als wenn die Schwefelsaure in den Tierbehalter gelangt. 
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Die Sauerstoffzufuhr erfolgt mittels einer von einem Wassermantel um- 
gebenen Biirette, die zehn je 100 ccm fassende Kugeln besitzt, so daB wir 
den Sauerstoffverbrauch von je 100 cem ermitteln kénnen. Die Biirette 
wird aus einer Sauerstoffbombe (O,) gefiillt. Die Fiillung erfolgt immer 
unter Uberdruck, und zwar derart, da8 wahrend der Fiillung der Sauerstoff 
das Wasser der Biirette in den héherliegenden Behilter (R) preBt. Nach 
Beendigung der Fiillung wird der Uberdruck aufgehoben (wir bringen den 
in der Biirette befindlichen Sauerstoff auf den im Zimmer herrschenden 
Luftdruck). Aus der Temperatur des Wassermantels, dem Luftdruck und 
aus dem Kaliber der Biirette kénnen wir das Normalvolumen des in der 
Biirette befindlichen Sauerstoffs berechnen. Das Einstrémen des Sauerstoffs 
in den Apparat erzielen wir durch Riickstauung der in dem Behilter be- 
findlichen Fliissigkeit. Zu diesem Zwecke lassen wir aus dem Wasser- 
behalter (nach geeigneter Einstellung der Haihne) soviel Wasser durch das 
Fiillrohr (G@) tropfenweise eintreten, als geniigend erscheint, das Sauerstoff- 
quantum zu verdringen, das das Tier zur Deckung seines Sauerstoff- 
bedarfs benétigt. Mit einiger Ubung kann man die Tropfenzahl so sicher 
einstellen, daB sich das Manometer stundenlang kaum andert, wenn keine 
Verschiebung im Stoffwechsel des Tieres eintritt. Selbstverstandlich kann 
die Biirette auch wahrend des Versuchs neu aufgefiillt werden. 


Gang eines Versuchs. 


Vor dem Versuch, noch bevor die AbsorptionsgefaBe eingeschaltet 
sind, wird der ganze Apparat durchliiftet, um ihn mit Zimmerluft zu 
fillen. Die Zusammensetzung der Zimmerluft, das Volumen des Appa- 
rates!, Temperatur im Exsikkator, Barometerstand und die Angaben 
des Psychrometers geben uns die Méglichkeit festzustellen, wieviel 
cem bzw. g Sauerstoff, Kohlensiure, Stickstoff und Wasser vor dem 
Versuch im Apparat vorhanden waren. Dann werden die Absorptions- 
gefaBe gewogen und in das System eingeschaltet. Die Biirette wird mit 
Sauerstoff gefiillt. Vor der Fiillung lassen wir durch die Sauerstoff- 
leitung Sauerstoff durchstrémen und zwar so, daB wir den Hahn A 
gegen die Biirette verschlieBen und den Sauerstoff durch den Hahn B 
ins Freie abstrémen lassen. Dann wird Hahn C geéffnet und Hahn A 
gegen die Biirette gestellt und so der Sauerstoff unter Druck bis zum 
unteren Meniskus in die Biirette eingetrieben. Hahn C wird nun ge- 
schlossen und der Uberdruck durch Offnen der Hahne A und B auf- 
gehoben. Dann wird durch Offnen des Hahnes D das Wasserniveau 
mit dem Nivellierrohr auf die Marke eingestellt. Nun wird durch den 
Hahn B der Weg des Sauerstoffs gegen die Umwelt und gegen den 
Apparat abgeschlossen und endlich die Temperatur im Wassermantel 
und der Barometerstand abgelesen. Das Gewicht des Kafigs wird zuerst 
ohne und dann mit dem Tiere selbst festgestellt. (Aus diesen beiden 
Zahlen resultiert das Gewicht des Tieres vor dem Versuch.) Dann 


1 Das Volumen des Apparates wird aus der Manometerdifferenz und 
dem spezifischen Gewicht des Manometeréles nach Eintreibung eines be- 
stimmten Luftquantums berechnet. 
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kommt der Kafig sofort in den Exsikkator, dessen Deckel eingefettet 
und mit den Fixationsklammern festgezogen wird. Wir stellen nun den 
Exsikkator in den Thermostaten, schalten diesen schnell in das System 
ein und setzen den Luftstrom in Bewegung. Der Zeitpunkt des Versuchs- 
beginns wird festgestellt. Nach dem Einsetzen des Luftstromes wird 
das Manometer etwas ansteigen (bedingt durch den Temperaturanstieg 
im System und durch den Druck der Pumpe), doch betragt dieses An- 
steigen nur wenige Millimeter und halt nur kurze Zeit an. Wir waiten 
nun, bis das Manometer einen kleinen Unterdruck anzeigt (der wach- 
sende negative Druck beweist uns, daB das System wirklich luftdicht 
abgeschlossen ist und mit der AuBenwelt in keiner Verbindung steht). 
Dann geben wir durch Offnen des Hahnes B dem Sauerstoff seinen Weg 
frei. Wir pressen ihn mit dem Wasser des Behalters R auf die Weise 
in den Apparat, daB wir das Wasser aus dem Behalter mit dem Hahn F 
durch das Rohr @ mit solecher Geschwindigkeit strémen lassen, daB der 
Bedarf des Tieres an Sauerstoff ersetzt wird. Bis zur Beendigung des 
Versuchs haben wir nun nichts anderes zu tun, als das Manometer zu 
beobachten und mit dem Hahn F die Tropfenzahl zu erhéhen oder zu 
vermindern, wenn das Manometer Abweichungen anzeigt. 

Der Versuch kann immer dann beendet werden, wenn das den Sauer- 
stoff verdrangende Wasser in einer der Kugeln eben die Marke erreicht. 
Ist das eingetreten, so stellen wir mit dem Nivellierrohr die Oberfliche 
der in der Biirette befindlichen Fliissigkeit genau auf die Marke ein 
und warten ab, bis das im Deckel des Exsikkators befindliche Manometer 
auf Null steht. Mit dem Hahn B sperren wir nun ein weiteres Zustr6men 
von Sauerstoff ab und beenden den Versuch. Die auBere Offnung des 
Manometers wird verschlossen, damit nicht durch die Druckdifferenz, 
die bei der Entnahme der Probeluft eintritt, das im Manometer befind- 
liche O] in den Apparat gelangt. Dann entnehmen wir durch den Hahn H 
mit Hilfe einer Hempelschen Pipette eine Luftprobe zwecks Analy- 
sierung der am SchluB des Versuchs im Apparat befindlichen Luft. 
Nach Abstellung der Ventilation lésen wir die zum Exsikkator fiihrenden 
Verbindungen, heben diesen aus dem Thermostaten heraus, 6ffnen 
ihn und wagen den Kafig gemeinsam mit dem Versuchstier ab. Aus 
der Wagung vor dem Versuch kennen wir das Gewicht des leeren Kafigs 
und kénnen somit das Gewicht des Tieres nach dem Versuch feststellen. 
Mit dem Abwiagen der AbsorptionsgefaBe und mit der Analyse der 
Luftprobe ist der Versuch beendet?. 


1 Nach dem Abstellen der Luftstr6mung flieBt infolge der dabei ent- 
stehenden Druckdifferenz manchmal die Schwefelséure in gréBerem oder 
kleinerem AusmaBe zuriick. Daher miissen wir sofort nach der Abstellung 
des Luftstromes die Hahne B und H 6ffnen, wodurch ein ZuriickflieBen 
unterbunden wird. 
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Die Berechnung des Versuchsergebnisses. 

Berechnung des produzierten Kohlendioxyds und Wassers. Das 
Gewicht des wahrend des Versuchs produzierten Kohlendioxyds er- 
halten wir aus der Gewichtsdifferenz der beiden NatronkalkgefaBe 
und der auf diese folgenden beiden SchwefelsauregefaBe : 

CO, = (V + V + VI + VI nach dem Versuch) (V + V + VI + VI vor 
dem Versuch). 

Das Gewicht des wahrend des Versuchs produzierten Wassers 
erhalten wir aus der Gewichtsvermehrung der beiden mit IV bezeichneten 
SchwefelsauregefaBe. Aber auch die Zimmerluft (wir haben ja vor 
Beginn des Versuchs den Apparat mit Zimmerluft durchventiliert) 
enthalt Wasser, das nach Keginn der Durchstrémung von den Ab- 
sorptionsgefaBen aufgefangen wird. Diese Wassermenge war also schon 
zu Beginn des Versuchs im Apparat und wurde nicht vom Tiere produ- 
ziert, daher miissen wir sie von der Gewichtsvermehrung der Wasser- 
auffanggefaBe abziehen. Die Berechnung dieser Wassermenge erfolgt 
nun aus dem Volumen des Apparates und den Angaben des Psychro- 
meters. 

H,O = [(1V + IV nach dem Versuch) — (IV + IV vor dem Versuch) } 
Wassergehalt des Systems in g. 

Indirekte Berechnung des Sauerstoffs. Als Gewichtsverlust des 
Tieres wahrend des Versuchs kénnen wir die abgegebene Kohlensaure 
und das abgeschiedene Wasser betrachten, weil Harn und Kot im 
-araffingefaB bleiben und daher am Ende des Versuchs gemeinsam 
mit dem Tiere abgewogen werden und so fiir den Gewichtsverlust 
gar nicht in Frage kommen. Wenn wir diese beiden Verluste vom An- 
fangsgewicht des Tieres (/,) abziehen und dann mit dem Gewicht 
des Tieres nach dem Versuch (P,) vergleichen, so sehen wir, da letzteres 
gréBer ist. Diese Gewichtszunahme ist auf den aufgenommenen Sauer- 
stoff zuriickzufiihren. Die indirekte Berechnung der Sauerstoffaufnahme 
erfolgt daher nach folgender Formel: 

O, = P,—[P,— (CO, + H,0)}. 


Berechnung des Sauerstoffverbrauchs aus der direkten Sauerstoffbestimmung. 

Die Berechnung des O,-Verbrauchs wird aus den folgenden Daten 
ermittelt : 

1. Aus der abgemessenen Sauerstoffmenge, die wir durch die 
Birette in den Apparat einstrémen lieBen, 

2. aus dem Sauerstoffgehalt der im Apparat befindlichen Luft- 
menge und 
3. aus dem Sauerstoff jener Luftmenge, die der Apparat einsaugt. 
(Ein solches Einsaugen ist namlich auch bei vollkommenster Abdichtung 
des Gummipfropfens und der Verbindungen kaum zu _ vermeiden.) 
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Zu 1. Beieinem meiner Versuche lieB ich z. B. aus der Biirette 1200 cem 
Sauerstoff in den Apparat einstrO6men (entspricht nach Abzug der N-Ver- 
unreinigung, 21,46 ccm, 1060,30 normal ccm). 

Zu 2. Zu Beginn des Versuchs war die Zusammensetzung der Luft im 
Apparat (Zimmerluft) in Prozenten wie folgt: CO, = 0,08, N = 79,00, 
O, = 20,92, wihrend bei Beendigung des Versuchs die Zusammensetzung der 
Probeluft: CO, = 0,00, N = 84,26, O, = 15,74 war. Das Volumen meines 
Apparates betragt 6,5 Liter. Nach diesen Analysenzahlen berechnet war im 
Apparat (reduziert auf Normalvolumen) zu Beginn des Versuchs 1254,4 cem 
Sauerstoff vorhanden, am Ende des Versuchs aber 921,9 cem, daher hatte 
das Tier 332,5 cem verbraucht. 

Zu 3. Im Apparat waren vor dem Versuch 4737,2 cem Stickstoff, am 
Ende des Versuchs 4935,88 cem, daher um 198,6 cem mehr. Davon stammten 
21,5cem gemeinsam mit dem Sauerstoff aus der Sauerstoffbombe als 
Verunreinigungsprodukt, wihrend der Rest, 177,1 cem, von der eingesaugten 
Luft herriihrte. Die Zusammensetzung der Zimmerluft kannte ich aus den 
Resultaten der oben erwihnten Analyse und so konnte ich berechnen, da® 
dieser Stickstoffmenge 46,9 ccm Sauerstoff entsprechen, die das Tier ver- 
brauchte. So erfolgte daher in diesem Falle die direkte Sauerstoffbestimmung 
folge:ndermaBen : 


O, aus der Biirette ......... . 1060,3 ccm 
Dig 59: CUA TOG eso iter fen tee) ot RD pe 
O, ,, der eingesaugten Zimmerluft . . . 46,9 ,, 
Zusammen 1439,7 com = 2,058 g 
Die Berechnung des O,-Verbrauchs aus den Verlusten in diesem Versuch 
ergab 2,09 g. 
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Uber die optische Spaltung des racemischen Milchsiurealdehyds. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
Rudolf Dworzak und Wilhelm Prodinger. 
(Aus dem Analytischen Laboratorium der Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 29. Januar 1935.) 


Die vorlaufige Mitteilung von M. Betti und P. Pratesi: ,,Uber die 
optische Spaltung des racemischen Glycerinaldehyds**! veranlaBt uns, 
iiber einige Beobachtungen zu berichten, die wir bei Versuchen, den von 
uns seinerzeit aus dem Brompropionacetal hergestellten racemischen 
Milchséurealdehyd (2-Oxypropanal)? zu spalten, gemacht hatten. 

Das (--)-[f-Oxynaphthyl]-benzylamin, das von Betti? bereits 
mit schénem Erfolg zur optischen Spaltung des p-Methoxy-hydratropa- 
aldehyds verwendet wurde, gibt auch mit Milchsdéurealdehyd in alko- 
holischer Lésung ein kristallisiertes Kondensationsprodukt; allerdings 
bot hier die Gewinnung einheitlicher Fraktionen nicht unerhebliche 
Schwierigkeiten, da einerseits die diastereomeren Formen nur geringe 
Loéslichkeitsunterschiede zeigten, andererseits bei den gewahlten Re- 
aktionsbedingungen die Bildung harzartiger Kondensationsprodukte 
des Milchsiurealdehyds? nicht verhindert werden konnte. Durch wieder- 


holtes Umkristallisieren aus Benzol-Petrolaither gelangte man — aller- 
dings unter groBem Substanzverlust — zu Produkten von konstantem 


Schmelzpunkt, tiber deren optische Reinheit sich zur Zeit aber noch 
nichts Endgiiltiges aussagen laBt. 

Die Spaltung des entstandenen Aldehydimins versuchten wir 
nach Betti® durch kurzes Kochen mit 10 %iger wasseriger Oxalsaure- 
lésung durchzufiihren, konnten hierbei aber nur Lésungen erhalten, 
die optisch inaktiv waren. Da die von Betti! beschriebene Spaltung des 
Aldehydimins mit Acetaldehyd und Wasser nach seinen Erfahrungen 
am Glycerinaldehyd auch keinen sicheren Erfolg voraussehen lieB, 
verzichteten wir vorliufig auf einen analogen Spaltungsversuch, zumal 
wir unsere Vorversuche nur mit geringen Substanzmengen durch- 
fiihrten. 

Wir beabsichtigen, die Versuche in gréBerem MaBstabe fort- 
zufiihren. 


' Diese Zeitschr. 274, 1, 1934. — * Monatsh. f. Chem. 50, 459, 1928. 
3 Ber. 63, 874, 1930. — 4 Vgl. die Einwirkung verdiinnter Alkalien auf 
Milchsaéurealdehydlésungen. Monatsh. f. Chem. 50, 470, 1928. 
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Beschreibung der Versuche. 


4,98 ¢ (-)-[/-Oxynaphthyl]-benzylamin (0,2 Mol) wurden in’ etwa 
200 cem 95% igem Athylalkohol bei 50° gelést und eine durch gelindes 
Erwarmen hergestellte Lésung von 1,48 ¢_ kristallisiertem Milchsaure- 
aldehyd (0,2 Mol) in etwa 80 cem 95° igem Athylalkohol zugegeben. Nach 
achttagigem Stehen, wahrend welcher Zeit man das Reaktionsgemisch 
sich selbst iiberlassen hatte, war nur eine unbedeutende Menge weier 
Kristalle abgeschieden; die Lésung hatte sich gelbbraun gefarbt. 

Es wurde nun versucht, durch fraktioniertes Einengen im Vakuum eine 
Trennung der diastereomeren Formen zu erreichen; man erhielt auf diese 
Weise sechs Fraktionen, die insgesamt 4,25 g wogen. (Die Halfte der theore- 
tischen Menge betragt 3,05 g.) 


I. 0,328 g: Fp. 147°*. IV. 1 g: Fp. 138°. 
Il. 0,123 g: Fp. 146—147°. V. 0,6g: Fp. 131°, 
III. 1,2 g: Fp. 146°. VI. 1 g: Fp. 181°. 


Die Mutterlaugen schieden bei weiterem Einengen nur braunes Harz 
ab, ein kristallisierter Kérper lieB sich nicht gewinnen. 


Drehungsvermégen der Fraktion I (Fp. 147°). 
0,1001 g in 5cem Benzol zeigten im 1-dm-Rohr «, = — 1,60°. 
[x]p = — 79,92°. 


Aus Fraktion III konnten durch mehrmaliges Umkristallisieren aus 
Benzol-Petrolather rein weiBe Kristalle vom Fp. 160,5 bis 161° erhalten 
werden. 


0,0650 g in 5cem Benzol zeigten im 1-dm-Rohr «py = — 1,05°. 
[%]p = — 80,77°. 


Fraktion VI ergab nach wiederholtem Umkristallisieren zarte, weibe 
Kristalle vom Fp. 138 bis 140°. : 


0,0354 ¢ in 5cem Benzol zeigten im 1-dm-Rohr ap) = — 0,65". 
[a]y = — 91,8°. 


Wir méchten, mit allem Vorbehalt, die Fraktionen I bis ILI als in der 
Hauptsache einheitlich ansprechen, zumal das spezifische Drehvermégen 
der héchstschmelzenden Fraktion sich nicht wesentlich von dem der Fraktion 
vom Fp. 147° unterscheidet. 


Ob in der Fraktion VI tatsachlich die zweite diastereomere Form vorliegt, 
wird sich erst dann entscheiden lassen, wenn die Spaltung der Kondensations- 
produkte unter Bedingungen durchgefiihrt werden kann, die eine sofortige 
Racemisierung des Aldehyds ausschlieBen. 

Zur Spaltung des Kondensationsproduktes wurden 0,1234g der 
Fraktion I mit 15 ccm einer etwa 10%igen wasserigen Oxalséurelésung 
3/, Stunden unter Riickflu8 gekocht. Man lieB iiber Nacht erkalten und 
saugte dann von den ausgeschiedenen Kristallen ab. Das Filtrat wurde 


* Samtliche Schmelzpunkte wurden im Berl-block beobachtet. 
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auf 25cem im MeB8kolben aufgefiillt und in 5cem die Menge Milchsaure- 
aldehyd durch Reduktion von Fehlingscher L6sung! bestimmt. 

5eem gaben 0,0093 g CuO, entsprechend 0,0227 g Milchsaiurealdehyd 
in 25cem. (Theoretisch waren 0,027 g Milchsiurealdehyd zu erwarten; die 
Differenz laBt sich zwanglos aus der Leichtfliichtigkeit des monomeren 
Milchséurealdehyds erklaren.) 

Die wasserige Milchsiurealdehydlésung zeigte kein optisches Drehungs- 
vermogen. 

Bei der geringen Milchséiurealdehydkonzentration mute von vorn- 
herein auf eine Isolierung bzw. Identifizierung des Milchsiurealdehyds in 
kristallisierter Form verzichtet werden. Wir haben uns aber an einem 
Kondensationsprodukt aus Milchsiurealdehyd und inaktivem Amin itiber- 
zeugt, daB, nach Spaltung mit Oxalsaiure und Abfiltrieren des ausgeschiedenen 
Oxalats der Base, aus dem Filtrat mit p-Nitrophenylhydrazin das rote 
p-Nitrophenylosazon des Milchsiurealdehyds gewonnen werden kann. 


! Monatsh. f. Chem. 50, 468, 1928. 








Das biochemische Dreieck. 


Von 
M. J. Stritar. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Hochschule fiir Bodenkultur in 
Wien.) 
(Eingegangen am 19. Januar 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Anordnung ternaérer Kohlenstoffverbindungen in einer links 
vom Methan, rechts vom Kohlendioxyd begrenzten Geraden, deren 
Mittelpunkt unter anderem die Kohlenhydrate einnehmen, laBt zwar 
ihre Oxydationsstufe erkennen, aber nicht mehr, und auch die von 
A, Mayer in seinem ,,Lehrbuch der Agrikulturchemie in Vorlesungen*’ 
gewahlte Anordnung ist keine wesentliche Verbesserung. Vorziiglich 
aber ist hierzu das Gibbssche gleichseitige Dreieck geeignet, in dem der 
Satz ausgenutzt wird, daB die Summe der Abstande eines Punktes seiner 
Fliche von den drei Seiten seiner Hohe gleich ist. Driickt man die 
Zusammensetzung einer Verbindung in Aquivalentprozenten aus, so 
kann man ihr einen Punkt der Dreiecksfliche dergestalt zuordnen, 
daB alle Stoffe mittlerer Oxydationsstufe, wie etwa die Kohlenhydrate, 
in die senkrechte Symmetrale des Dreiecks zu liegen kommen, wenn 
man seine Eckpunkte mit C (oben), H (links) und O (rechts) bezeichnet. 

Ersetzt man namlich in der empirischen Formel C,, H, 0, die 
Atomsymbole durch die entsprechenden Aquivalentsymbole €, § und ©, 
wobei € = 12,00/4 3,00, § 1,008 /1 1,008, D = 16,002 = 8,00, 
so erhalt man als Aquivalentformel €,_$,02, und demgema8 als 
Aquivalentprozente, d.h. als prozentischen Anteil der Aquivalente 
von Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff am Aufbau des Molekiils: 
ce =4m/s, h=n/s, 0 =2p/s, wobei zur Vereinfachung 4m + n 

2 p = 8s gesetzt worden ist und natiirlich ¢ + h + 0 = 100 sein mul. 

So hat man z. B. fiir Methylenglykol, CH,O,, als Aquivalentforme! 
€,5,0,, gekiirzt CHO, und als Aquivalentprozente ¢ = h = 0 = 33,3; 
der Ort dieser Verbindung liegt also im Mittelpunkte des Dreiecks. 

Bezeichnet man den dem Stoffe A zugehérigen Punkt mit (4), 
so gelten folgende Satze: 

1. Die dem Vorgang A +. B = C entsprechenden Punkte liegen 
auf der geraden ,,Reaktionslinie’’ (A) — (B), (A) und (B) an deren 
Enden, (C’) dazwischen. 

2. Ein bei zwei solcher Art darstellbaren Vorgangen entstehender 
Stoff hat seinen Ort auf dem Schnittpunkt beider Reaktionslinien. 
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3. Alle Glieder einer homologen Reihe liegen auf der Geraden, 
die das (Anfangsglied) mit (Methylen) verbindet 

4. Ein bestimmtes Glied dieser Reihe liegt auf dem Schnittpunkt 
dieser Geraden mit einer geeigneten Reaktionslinie. 

5. Ein von (Wasser) ausgehender Strahl, der ,,Wasserstrahl‘, ent- 
halt alle Stoffe von gleichem Atmungs- und assimilatorischen Quotienten : 
dieser ist — aus Griinden der ZweckmabBigkeit als O,/CO, — auf einem 
um (Wasser) als Mittelpunkt geschlagenen Halbkreise verzeichnet. 

6. Die Linien der wichtigsten einfachen biochemischen Reaktionen 
gehen durch (Wasserstoff): Hydrierung und Dehydrierung, (Wasser): 
Anlagerung und Abspaltung von Wasser, (Kohlendioxyd): Decarboxy- 
lierung; sie kénnen farbig (Carmin, Kobaltblau, Sepia) eingetragen 
werden, die Anlagerung ausgezogen, die Abspaltung gestrichelt. 


C 








Abb. 1. 


Im Bilde sind eingezeichnet : 

1. Dehydrierung der aus Wasser und Kohlendioxyd gebildeten 
Kohlensaiure zur Formaldehydstufe. 

2. Erste Vergairungsform nach C. Neuberg. 

3. Homologe Reihe der einwertigen gesattigten Alkohole. 


Verzeichnis der Punkte. 


1. Methylenglykol, 3. Kohlenséure, 7. Brenztraubensaure, 
2. Formaldehyd, Mono- — 4. Ortho-Ameisensaure, 8. Acetaldehyd, 
sen, Hydrat des Me- 5. Ameisensaiure, 9. Athylalkohol, 


thylglyoxals, 6. Methylglyoxal, 10. Methylalkohol. 





Uber die Verdringung der Kationen in der gequollenen Gelatine. 
KinfluB des Cholesterins und des Lecithins auf die Quellbarkeit. 


Von 
W. v. Moraezewski und T. Sadowski. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie und allgemeine Pathologie 


der Tierairztlichen Hochschule in Lwéw.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1935.) 


In unseren friiheren Arbeiten tiber die Quellung der Gelatine haben 
wir zunachst die Abhangigkeit des Quellungsvermégens von der Konzen- 
tration und der Temperatur untersucht!. Weiterhin bestimmten wir 
die Quellung in Salz- und Saéurelésungen? und sprachen auch die Ver- 
mutung aus, daB ein Zusammenhang zwischen dem Quellungsvermégen 
und der Léslichkeit bestehen kénnte, ahnlich wie ihn A. v. Kuthy® 
fiir die Oberflachenspannung vermutet. Die Abhangigkeit der Quellung 
von der Léslichkeit wurde daraut in Gegenwart von Ca-Salzen (Chro- 
maten, Butyraten usw.) untersucht, wobei ein Zusammenhang der 
Quellung mit dem spezifischen Gewicht der Lésungen, sowie mit dem 
Schmelzpunkt der Salze und ihrer Léslichkeit gezeigt werden konnte‘. 
Weitere Arbeiten betrafen die Verteilung der Ionen in der Gelatine 
in Abhangigkeit von der [H']5. Wir kamen zu dem Ergebnis, daB die 
Gelatine in saurer Lésung Anionen bindet und Kationen abgibt, wahrend 
sie sich in alkalischem Milieu umgekehrt verhalt (Bigwood)®. 


Wir hoben damals hervor, daB diese Regel fiir Anionen weniger 
ausgesprochen als fiir Kationen gilt, und daB auch unter diesen Unter- 
schiede in dieser Eigenschaft bestehen. Es war nun angezeigt, fiir 
mehrere Kationen diese Eigenschaft — die Gelatine zu verlassen oder 
in sie zu wandern — zu priifen und gleichzeitig den Einflu8 auf die 
Quellung durch verschiedene Salzlésungen zu untersuchen. 


Wir verwendeten isotonische Lésungen von K, Ca und Na Salzen der 
folgenden Zusammensetzungen: CaCl,: KCl: NaCl = 1:1: 20, 1:2:19, 
1:3:18, 2:1:19 und 3:1:18 und priiften ihren EinfluB auf das 


. 


Quellungsvermégen. Es wurden sowohl bei pu 2,2 wie bei pu 9,4 fir 


1 W.v. Moraczewski u. EB. Hamerski, diese Zeitschr. 208, 299, 1929. — 
2 W.v. Moraczewski u. St. Grzycki, ebenda 221, 331, 1930. — 3 A. v. Kithy, 
ebenda 244, 319, 1931. — 4 W.v. Moraczewski u. St. Grzycki, ebenda 236, 
432, 1931. — > W. v. Moraczewski, ebenda 259, 387, 1933. — ° £. J. Bigwood, 
C. r. de la Soe. biol. 96, 131, 199, 1927; 102, 324, 1929. 
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die auf Kosten des NaCl-Anteils steigende KCl-Menge fast gleiche 
Zahlen erhalten: 
Gewicht der Gelatine 25,7, 26,2 und 26,2 g¢ bei py 2,2, 
es > “a 28,6, 28,6 ,, 20,0¢ . .» 94. 
Kin entsprechendes Resultat ergab sich bei steigendem CaCl,- 
Anteil und dafiir fallender NaCl-Menge: 
Gewicht der Gelatine 26,3, 26,8 und 26,7 g bei py 2,2, 
2 ~o ee ee ee SS ek 
Die Verteilung der lonen war bei Anwendung der Salzmischungen 
durchaus der Regel entsprechend, wie die angefiihrten Beispiele, welche 
die Durchschnittszahlen von vielen Analysen angeben, beweisen: 


— 


pu 2,2 bis 4,0: Cl 3,30—3,52; K 10,7—10,7; Ca 6,8 —6,6 
pu 9,4 ,, 8,4: Cl 2,96—2,97; K 9,6—10,8; Ca 4,8 —7,0 
pu 2,2 ,, 4,0: Cl 3,05—3,55; K 20,8—17,8: 

pu 9,4 ,, 8,4: Cl 3,02—3,00; K 17,8—18,4; Ca 5,05—7,27 
pu 2,2 ,, 4,0: Cl 3,25—3,55; K 26,8—24,0: Ca 6,87—6,1 
pu 9,4 ,, 8,4: Cl 3,02—3,02; K 26,2—28,5; Ca 4,61—7,65 





Uberall finden wir bei saurer Reaktion in der zweiten Zall, welche 
den Gehalt der Gelatine an Cl baw. K oder Ca angibt, ein Uberwiegen 
der Cl- und ein Zuriickgehen der K- und Ca-Ionen. In alkalischer 
Lésung sind dagegen die Cl-Werte gleich, wahrend die Gelatine an 

g geg g 
Kationen reicher ist. 

Bei steigendem K-Gehalt der quellenden Fliissigkeit sind die 

Differenzen des K-Gehalts der Gelatine im Vergleich mit der um- 
g 

gebenden Fliissigkeit (erste Zahl) vielleicht deutlicher. Durch steigende 

Gelatinemengen 14Bt sich dagegen diese Verteilung entsprechend 

dem Donnanschen Gesetz noch mehr betonen. 

Ahnliche Ergebnisse finden wir bei Versuchen, in denen bei gleich- 
bleibendem K-Gehalt die Menge der Ca-Salze gesteigert war: 

pu 2,2 bis 4,6: Cl 3,38 —3,5; K 10,8— 9,25; Ca 7,6— 7,1 

pu 9,8 ,, 8,8: Cl 2,89—3,0; K 9,9—10,26; Ca 6,2— 6,9 

pu 2,2 ,, 4,6: Cl 3,38 —3,5; K 10,7— 9,35; Ca 9,0— 7,8 

PxY98 ,, 8,8: Cl 2,98—3,0; K 10,2—10,3; Ca 7,3— 9,3 

pu 2,2 ,, 4,6: Cl 3,44 3,69; K 10,9— 9,26; Ca 9,7— 9,26 

pu 9,8 ,, 8,8: Cl 3,05—3,19; K 10,1—10,2; Ca 9,2—10,8 





——_— 


Wir wollen nochmals betonen, daB diese Ionenverteilung bei An- 
ionen weniger deutlich hervortritt und sich bei Cl auf eine Identitat 
der Menge in der Gelatine und der umgebenden Fliissigkeit beschrankt. 
Nur selten finden wir eine Herabsetzung der Chlormenge in der Gelatine 
und auch dann liegt diese Herabsetzung in der Fehlergrenze. Dieses 
Verhalten der Anionen lieBe sich nur damit erklaren, daB wir eine 
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geringere Dissoziation der negativen Gruppen in dem Proteinmolekil 
annehmen. Somit wiirde die Gelatine als Saéure in der alkalischen 
Fliissigkeit weniger EinfluB ausiiben als in einer sauren Lésung, da sie 
hier mit ihren negativen Gruppen wirkt, wahrend sonst die positive 
Dissoziation zur Geltung kommen wiirde. Die eben gegebene Deutung 
stimmt aber nicht mit dem iiberein, was wir tiber den isoelektrischen 
Punkt wissen, welcher bei pu 4,6 liegt und von einem Uberwiegen des 
sauren Charakters der Gelatine zeugt. 

Die hier angegebenen Zahlen bedeuten cem einer n/100 Permanganat- 
lésung, welche wir sowohl zur Bestimmung des Calciums nach Kramer 
und Tisdall, wie des Kaliums (nach denselben Autoren) benutzt haben. 
Somit sind die Calciumwerte mit 0,2 mg, die Kaliumwerte mit 0,071 mg 
zu multiplizieren. Zu jeder Bestimmung wurden 3 ccm verfliissigter 
Gelatine oder 3ccm der AuBenfliissigkeit genommen, wobei stets 
dieselbe Pipette benutzt wurde, die jedesmal mit dest. Wasser aus- 
gespult wurde. Da wir stets das Gewicht der Gelatine genau ermittelten 
und auch die Fliissigkeitsmenge immer dieselbe blieb (50 ccm), so war 
die Menge der in der AuBenfliissigkeit und in der Gelatine enthaltenen 
Ionen leicht zu bestimmen. 

Es wurden meistens 2 g getrocknete Gelatine mit 50 cem der zu priifenden 
Lésung beschickt, nach 48 Stunden wurde dann die nicht eingesaugte 
Fliissigkeit durch ein Gooch-Filter gesaugt und die gequollene Gelatine 
sofort gewogen. 

Das px wurde in der zur Quellung benutzten Fliissigkeit vor und nach 
der Quellung ermittelt. 

Bei der Ca-Bestimmung wurden die 3 ccm mit der Spiilfliissigkeit im 
Zentrifugenréhrehen mit NH,Cl und Ammoniumoxalat versetzt und nach 
24 Stunden an der Zentrifuge mit Ammoniakwasser ausgewaschen, darauf 
mit Schwefelsiure versetzt und mit n/100 K MnO, titriert. 

Die K-Bestimmung verlangt ein Einengen der Gelatinelésung und der 
Spiilfliissigkeit bis 1,5 cem. Nach dem Behandeln mit 2 cem Kobaltlésung 
bleibt der Niederschlag 24 Stunden stehen und wird dann mit dem gleichen 
Volumen eiskalten destillierten Wassers (etwa 10 ccm) zweimal gewaschen. 
Dann erfolgt die Behandlung mit H,SO, und das Titrieren mit KMnO, 
nach den iiblichen Methoden. 

Die von uns erhaltenen Zahlen ergeben 1., daB die Zusammen- 
setzung der Fliissigkeit keinen spezifischen EinfluB8 ausiibt und nur durch 
ihre Konzentration wirkt; 2., daB mehrere Kationen sich bei Benutzung 
desselben Anions ebenso verhalten wie ein einziges. 


II. 

Weiterhin war die Frage der Verdrangung der Kationen durch 
andere zu priifen. Wir wollten z. B. erfahren, ob in einer Gelatine, 
die in einer K-reichen Flissigkeit gequollen war und dann in eine 
Ca-reiche Fliissigkeit gebracht wurde, K’ gegen Ca” ausgetauscht 
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wird. Zur Entscheidung gebrauchten wir zwei verschiedene Lésungen. 
Die erste enthielt K:Ca:Na = 1:3:18, die zweite diese Kationen 
wie 3:1:18. 

Um die so gequollenen Gelatinen untereinander vergleichen zu 
kénnen, wurden sowohl die in der ersten Lésung zweimal gequollenen 
Praparate und die in der zweiten Lésung gequollenen analysiert. 

2g Gelatine wurden mit 50 ccm einer Lésung, die K:Ca wie 3:1 


enthielt, versetzt und einmal bei px 1,6, das andere Mal bei px 9,4 quellen 
gelassen. B 


pu 9,4. Gewicht der Gelatine 26,969g. In der AuBenfliissigkeit : 
Cl 3,05, Ca 3,90, K 25,25. px 1,6. Gewicht der Gelatine 34,385 g. In der 
AuBenfliissigkeit: Cl 4,38, Ca 6,61, K 27,14. 
Nochmals mit derselben Lésung aufgegossen: pr 9,4. Gewicht der 
Gelatine 29,755 g. 
In der AuBenfliissigkeit: Cl 2,98, Ca 2,24, K 22,82 
» » Gelatine: Cl 2,85, Ca 4,30, K 25,40 
Mit einer Lésung von der Zusammensetzung K : Ca = 1: 3 enthielten 
30,172 g Gelatine bei py 9,4: 
a) In der Gelatine: Cl 2,951, Ca 6,86, K 17,20 
b) ,,. ,, Flissigkeit: Cl 3,05, Ca 4,53, K 14,86 
Es zeigt sich also eine deutliche Zunahme der Ca-Ionen und eine Ab- 
nahme der K-Ionen. Bei px 1,6 (45,570 g Gelatine) sind die Verhaltnisse 
ahniich. Mit einer Lésung K:Ca = 1:3 sind dann: 


in der AuBenfliissigkeit: Cl 3,75, Ca 4,10, K 24,32 
> » Gelatine: Cl 4,15, Ca 3,70, K 23,95 


Mit einer Lésung K:Ca = 1:3 ergibt sich (Gewicht der Gelatine 

40,776 g, pu 1,6): 
in der AuBenfliissigkeit: Cl 3,75, Ca 6,47, K 14,99 
» », Gelatine: Cl 4,25, Ca 5,78, K 14,20 

Es ergibt sich wiederum eine Verdréngung der K- und eine An- 
reicherung der Ca-Ionen. 

Ganz analog verhalt sich eine Ca-reichere Gelatine. 

Diese Beispiele, welche die Durchschnittswerte vieler ahnlicher 
Versuche wiedergeben, mégen geniigen, um das oben Gesagte zu illu- 
strieren: die schon einmal gequollene Gelatine, welche eine bestimmte 
Menge Kationen eingesaugt hat, vermag die schon fixierten Kationen 
in einer anderen Fliissigkeit zu verlieren und sie durch andere zu ersetzen. 

Genau das gleiche erzielt man selbstverstandlich, wenn man statt 
der Mischungen Lésungen einzelner Salze gebraucht. So verlieren 
CaCl,-haltige Gelatinen, in KCl- oder NaCl-Lésungen gebracht, ihren 
Ca-Gehalt. Wenn man die in CaCl, gequollene Gelatine einmal mit 
NaCl-Lésung, das andere Mal mit KCl-Lésung, beide n/J0, versetzt, 
so enthalt die so behandelte Gelatine nach 24 Stunden in der NaCl- 
Lésung statt Ca 44,8—43,9 nur noch 8,9—12,3 Ca (die zweite Zahl 

26* 
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bedeutet den Gehalt der Gelatine, die erste den der AuBenfliissigkeit). 
Mit n/10 KCl versetzt 9,0—10,9 Ca-Ionen. Die KCl-Lésung schien 
dabei die Ca-Ionen mehr zu verdrangen als die NaCl-Lésung. 


Hil. 

Auf dieselbe Weise wird durch Wasser die einmal gequollene 
Gelatine ihrer Kationen beraubt, wobei die Verteilung der Ionen zwischen 
Gelatine und AuSenfliissigkeit dem Bigwoodschen Gesetz gehorcht, 
d. h. sie erfolgt in saurer Lésung anders als in alkalischer. Es interessierte 
uns nun, ob eine Umstimmung durch Anderung der Reaktion erzielt 
werden kann. Hierzu lieBen wir die in Saure einmal gequollene Gelatine 
1. in Séure und 2. in Alkalien quellen. Es lieB sich auf diese Weise 
die (der AuBenfliissigkeit gegeniiber) Ca-reiche Gelatine in eine solche 
verwandeln, die gegen die AuBenfliissigkeit arm an Ca-lonen ist. 





Es ergibt sich somit, daB sowohl] Kationen wie Anionen in die 
Gelatine wandern bzw. sie auch verlassen kénnen. 
2g Gelatine wurden bei pq 2,0 mit einer Lésung von K:Ca:Na 
wie 3:1:18 versetzt. Nach 48 Stunden bei 18°C wurde die Fliissigkeit 
von der gequollenen Gelatine abgegossen und nun einmal mit derselben 
Salzlésung bei py 2,4, das andere Mal bei p; 9,2 versetzt. 
1. Gewicht der Gelatine 44,433 g, px 2,5: 
in der Gelatine: Cl 4,22, Ca 3,45, K 25,7 
» » Auenfliissigkeit: Cl 3,55, Ca 4,37, K 27,¢ 
2. Gewicht der Gelatine 42,4502, pu 9,4: 
in der Gelatine: Cl 3,54, Ca 2,01, K 
» » AuBenfliissigkeit: Cl 3,55, Ca 1,63, K 
Der Versuch wurde mit Gelatine wiederholt, die in alkalischer Lésung 
gequollen war. Es ergab sich die folgende Zusammensetzung: 
1. Gewicht der Gelatine 38,492 g, px 9,4: 
in der Gelatine: Cl 3,05, Ca 2,79, K 27,3 
» »5 AuBenfliissigkeit: Cl 3,10, Ca 0,91, K 24,6 
Nach Verweilen in saurer Lésung: 
2. Gewicht der Gelatine 43,630 g, pu 1,8: 
in der Gelatine: Cl 3,27, Ca 3,55, K 24,15 
» » AuBenfliussigkeit: Cl 4,55, Ca 4,13, K 25,0 
Es vermag also das umgebende Medium die Gelatine Ca-reicher 
zu machen, wenn es von saurer auf alkalische Reaktion gebracht wird, 
und umgekehrt kann die Gelatine K-Ionen oder Ca-lonen verlieren, 
wenn die Reaktion sauer wird. 


Die Differenzen in dem Kalkgehalt der Gelatine, die in alkalischer 
Lésung gequollen war, gegeniiber der in saurer Lésung gequollenen, 
sind durch die teilweise im alkalischen Medium erfolgende Ausfallung 
der Kalksalze erklarbar. Natiirlich ist diese Differenz fiir die uns hier 











Verdrangung von Kationen in gequollener Gelatine usw. 393 


beschaftigende Frage ohne Bedeutung, da ja nur der Unterschied der 
Zusammensetzung zwischen Gelatine und AuBenfliissigkeit in Frage 
kommt. 

Ahnlich wie Kationen vermag auch die bei héheren Temperaturen 
gequollene Gelatine Wasser zu verlieren, wenn sie auf eine niedrigere 
Temperatur gebracht wird. Dieser Verlust ist aber unbedeutend, wie 
die folgenden Zahlen beweisen: 2g Gelatine bei 18° gequollen wiegen 
nach 24 Stunden 23,948, nach weiteren 24 Stunden 24,467 g¢. Nun 
auf eine Temperatur von 4° gebracht, wiegen sie nach 24 Stunden 
23,812 g und nach weiteren 24 Stunden bei 4° 23,554 g. 

Versetzt man aber die 2 g Gelatine bei 4° mit den gleichen Lésungen, 
so ist die Gewichtszunahme nur 14,125 g, also weit unter der Zahl, 
welche die sekundaére Abkiihlung bringen kann. Die Gelatine halt also 
das einmal aufgenommene Wasser fest zuriick und ]4Bt sich nicht auf 
die bei niedriger Temperatur direkt aufgenommene Wassermenge 
zurickdrangen. 

IV. 

Da bekanntlich Cholesterin und Lecithin antagonistisch auf die 
Hamolyse wirken, untersuchten wir die Wirkung dieser Stoffe auf die 
Quellbarkeit der Gelatine. Ahnliche Versuche wurden bereits von 
J. Remesow! und Philipp Bamberger? ausgefiihrt. 

Anfangs versuchten wir durch Zusatz von Cholesterin oder Lecithin 
zur Salzlésung die Quellung zu beeinflussen. Diese Zusatze erwiesen 
sich als wirkungslos, wie folgende Zahlen beweisen: 

pu 6,0, Gewicht der Gelatine: 20,573 g mit Cholesterin 
20,537 ¢ ,, Lecithin 


pu 1,9, = re is 24,520¢ ,, Cholesterin 
24,460 ¢ ,, Lecithin 
pu 8,8, ro % %9 35,989 g ,, Cholesterin 


36,595 g ,, Lecithin 

Anders gestaltete sich die Quellung, als wir das Cholesterin in der 
Gelatine suspendierten. 

Es wurde das feinzerriebene Cholesterin (EZ. Merck) direkt in der 
20% igen Gelatinelésung suspendiert, wobei wir die von Remesow 
empfohlene Umwandlung in die kolloidale Form unterlieBen. Man 
erhalt hierbei keine echte Cholesterinlésung, denn nach dem Abkiihlen 
sind in der halbfesten Gelatine noch Cholesterinpartikelchen sichtbar, 
aber, wie Laurance S. Moyer® richtig bemerkt, ist die UWberfiihrung 
in die kolloidale Form nicht befriedigend, und die Zugabe von Aceton 


1 Diese Zeitschr. 218, 173, 1930. — * Ebenda 266, 173, 1933; 270, 
366, 1934. — * Ebenda 278, 122, 1934. 
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oder eines anderen Lésungsmittels fiir Cholesterin ist wohl mit einer 
Schadigung der Gelatine verbunden. Das Lecithin, in derselben Weise 
der Gelatine zugesetzt, bildet eine homogene Emulsion, im Gegensatz 
zu der grobkérnigen Suspension des Cholesterins. Die Gelatine war in 
allen Versuchen 20°% ig und wurde so hergestellt, daB 10g trockene 
Gelatine mit 0,1 g Cholesterin in 50 cem Wasser auf dem Wasserbad 
vorsichtig gelést wurden, nach der Auflésung und sorgfaltiger Durch- 
mischung mit dem zugesetzten Cholesterin in ein Porzellanschalchen 
gebracht und auf Eis gestellt. Die feste Gelatine wurde nun in gleich 
groBe Sticke zerschnitten und in einer Salzlésung von py 5,4 zur Quellung 
gebracht. Ebenso wurde die Lecithingelatine hergestellt und behandelt. 


Wir geben hier die Resultate eines der Versuche wieder: 


Gewicht der zur Quellung verwendeten Gelatine . . . . . 27,905 g 
nach 24 Stunden Quellung in einer Salzlésung Na: Ca: K wie 
10: 1:1, Gewicht der Gelatine ........... . 34,270¢ 
PUTO 5 in. es Sas See eR WER GL Bw setae 3 ew ele 
oder 22,8% 
Gewicht der mit Cholesterin versetzten Gelatine .. . . 27,190 ¢g 
nach 24 Stunden in einer Salzlésung von derselben Tusammen- 
ee Od aoe Bs SOS aS oe Beer 
NORMA gh eas eg ge ee eee ue ath + a « tadns iR e 
oder 24,88 % 
Gewicht der mit Lecithin versetzten Gelatine. . . . . . . 25,803¢ 
mash Ger uetnn co ie ene ea ee ee OS 
at es) bce et ae ie, a eee 


oder 22,65% 
Die Quellung erfolgt bei 4°. Bringt man dieselbe Gelatine bei 19° 
unter den gleichen Bedingungen zur Quellung, so werden die Differenzen 
entsprechend gréBer. 
I: 16,958 g entsprechend 60,79 % 
Il: 18,235 g SS 67,06 %, 
ILI: 15,369 g a 59,90 % 
Versetzt man die Lésung mit Saure bis zum py 3,7, so gestalten sich die 
Differenzen 
I: 28,185 g entsprechend 101,02 % 
II: 30,695 g is 112,8 % 
III: 26,474 g a 102,6 ° 
Wie man sieht, ist die Quellung bei der mit Cholesterin versetzten 
Gelatine, trotz der unvollkommenen Suspension, unter allen Umstanden 
groper, bei der lecithinhaltigen kleiner. Die Differenz ist bei Lecithin 
gering, trotzdem der Feuchtigkeit des verwendeten Lecithinpréparates 
Rechnung getragen wurde, indem 0,2 g davon auf 10 g Gelatine gegeben 
wurden. 
Die Differenz ist fiir Cholesterin bei 4° 2g, bei 19° 6g bis 11 g; 
entsprechend fiir Lecithin: 0,2 g, 0,8 bis 1,5 g. 
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Weitere Versuche zeigten, daB auch die Oberflache der verwendeten 
Gelatinestiickchen von Bedeutung ist, so daB man trachten muB, 
daB stets nicht nur das Gewicht der Gelatinestiicke ungefahr gleich 
groB ist, sondern daB sie auch in einem Stiick zur Quellung kommen. 
Verwendet man mehrere Sticke, so quillt die Gelatine infolge ihrer 
gréBeren Oberflaiche starker. Die in alkalischer Lésung quellende 
Gelatine zeigte ahnliche Verhaltnisse, z. B. bei px 9,0: 

I: reine Gelatine 42,61 % 
II: + Cholesterin 43,00 % 
Tit: + Lecithin 42,41% 

Die Verteilung der Ionen wird durch den Zusatz von Cholesterin 

oder Lecithin nicht beeinfluBt, wie die folgenden Versuchsprotokolle 


zeigen : 
pu 9,0: Ca 6,88—4,44, reine Gelatine, 107,78°% gequollen 
Ca 6,55—4,38, + Cholesterin, 119,02 % Pe 
Ca 6,91—3,85, + Lecithin, 104,52 % A 


Die erste Angabe fiir die Ca-Menge betrifft den Gehalt der Gelatine, 

die zweite den der AuBenfliissigkeit. 
Gewicht der Gelatine 2,042 g, 1 Stiick, px 2,1, nach 24 Stunden 10,98 g 
1,82 g, 4 Stiicke, py 2,1, ,, 24 a 17,56 g 
1,625 g, 1 Stiick, pH 8,8, ,, 24 as 7,42 g 
1,680 g, 4 Stiicke, py 8,8, ,, 24 Pe 12,065 g 
Da uns bei allen diesen Versuchen immer der Vergleich mit dem 
lebenden Gewebe interessierte, so glaubten wir noch versuchen zu 
miissen, ob die Durchleitung von CO, nicht das Eindringen der Cl-Ionen 
in cholesterinhaltige Gelatinelésung bef6rdern wiirde. In den friiheren 
Versuchen wollten wir einen Unterschied zwischen dem Chlorgehalt 
der in CO,-Atmosphare gequollenen Gelatine und der ohne CQ,-Kin- 
wirkung gequollenen finden, was zu keinem faBbaren Unterschied 
fiihrte. Hier gebrauchten wir dieselbe Versuchsanordnung. Die Quellung 
geschah bei 18° und py 4, die ohne CO, gequollene mit Cholesterin 
versetzte Gelatine hatte 5,40 Cl, die mit CQ, gequollene 3,34 Cl. Die reine 
Gelatine ohne CO, 3,36, mit CO, 3,36. Der Prozentsatz der Quellung 
war bei cholesterinhaltiger Gelatine 95,42, mit CO, dagegen 101,36% ; 
bei reiner Gelatine entsprechend: 93,44°% und 92,65°%. Wir kénnen 
daher schlieBen, daB reine Gelatine unter CO,-Einwirkung etwas 
weniger quillt als die Cholesteringelatine, welche gerade bei Anwesenheit 
von CQ, besser quillt und zwar 101,36 gegeniiber 95,42°%. Da nun der 
Gehalt an Chlor sich um einen geringeren Betrag unterscheidet, so kénnte 
man vermuten, daB doch eine gewisse Férderung des Eindringens der 
Cl-Ionen stattgefunden hat. Multipliziert man namlich die in der 
Gelatine gefundene Zah] mit den entsprechenden Prozentzahlen, so 
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findet man in der Gelatine mit CO, 338,43, ohne CO, 324,42. Dieselbe 
Rechnung ergibt fiir reine Gelatine : 311,20 mit CO, und 313,95 ohne C Oy. 

Die hier angefiihrten Verhaltnisse sind aber durchaus nicht immer 
zu finden. So kann die Quellung mit CO, zuweilen weniger ausgiebig 
sein, ein anderes Mal quillt die reine Gelatine besser als die cholesterin- 
haltige, so daB man zu unsicheren Ergebnissen kommt. Dasselbe gilt 
fiir die Quellung in KCl- oder CaCl,-Lésung. Auch der Lecithinzusatz 
iibt auf die Verteilung der Cl-Ionen keinen eindeutigen EinfluB aus, 
so daB wir schlieBlich die Bedeutung der CO, auf die Anderung des pu 
beschranken miissen. Die nun folgende Tabelle gibt davon ein Bild. 





Gewicht der 


é = 
Gelatine vor und Tonen in der Ge- 


Nr. Ansatz und Bedingungen nach der Quellung Aufenfliissigkeit | quollen 
* und in der Gelatine ‘ie 
g 0 
1a Gelatine + Cholesterin, 
24 Std. C Og-Durchleiten, 
pu 3,0, f= 189. . . . 6,446— 15,508 | Cl 4,62, 4,35 24 
1b Wie 1a, ohne CO... .. .  5,288— 14,529 | Cl 4,60, 4,32 27 


2a) Gelatine + Lecithin, 
CO,, t = 18°, px 3.2 .  10,370—17,570 Cl 4,25, 4,02 17,2 


2b | Wie 2a, ohne CO,. . . . . | 10,096 —17,306 | Cl 4,22, 4,00 17,8 

me On ee ce 11,851 — 21,976 {Oh 53'7 eg | 18,5 

Bl WieWe; chance COQ). oes, 11,981 — 22,192} she ey | 18,5 

S re es ee 2 12,991 — 21,976 | nue apd | 18,4 

4b | Wie 4a, ohne CO,.. . . .  12,872— 22,611! ee Bho | 18,8 
Zusammenfassung. 


1. Die Verteilung der Ionen zwischen Gelatine und AuBenfliissigkeit 
ist von der Wasserstoffionenkonzentration abhangig. Dies gilt ebenso 
fiir einzelne Ionen (etwa K) wie fiir Mischungen von Kationen. Der 
Unterschied zwischen dem Gehalt der Gelatine und der AuBenfliissigkeit 
an Ionen ist fiir Kationen gréBer als fiir das von uns untersuchte 
Anion (Cl). 

2. Die in der Gelatine enthaltenen Ionen kénnen diese verlassen 
und durch andere ersetzt werden, wenn sich die Zusammensetzung der 
AuBenflissigkeit andert. So kann die K-reiche und Ca-arme Gelatine 
in eine K-arme und Ca-reiche geiéndert werden, wenn man die Zusammen- 
setzung der AuBenfliissigkeit entsprechend andert. 

3. In analoger Weise kann durch Anderung des px die Verteilung 
der Ionen geaindert werden, indem die Gelatine von einer kationen- 
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reichen in eine kationenarme umgewandelt wird, ebenso wie sie aus einer 
anionenreichen zu einer anionenarmen wird, wenn sich die Reaktion 
der AuBenfliissigkeit von einer sauren in eine alkalische umwandelt. 

4. Ein Zusatz von Cholesterin oder Lecithin zur AuBenfliissigkeit 
andert die Quellungsgr6éBe nicht, dagegen tiben Cholesterin wie Lecithin 
auf die Quellung einen EinfluB aus, wenn sie in der Gelatine aufgelést 
oder suspendiert werden. Dann erst beférdert das Cholesterin die 
Quellung und das Lecithin setzt die Quellung herab, und zwar ist im 
Vergleich mit der Cholesterinwirkung die des Lecithins gering. 

5. Auf die Verteilung der Ionen iibt der Cholesterinzusatz keine 
Wirkung aus. Ebenso kann der Cholesteringehalt der Gelatine nicht 
die Verteilung des Chlors zwischen der Gelatine und AuBenfliissigkeit 
andern. Aueh bringt die Durchleitung der CO, durch die AuBenfliissig- 
keit wahrend der Quellung keine Steigerung des Cl-Gehalts der Gelatine 
mit sich. In dieser Beziehung verhalten sich Cholesterin- und Lecithin- 
gelatine wie reine Gelatine. 

6. Das einmal in der Gelatine durch Quellung gebundene Wasser 
laBt sich durch nachtragliche Herabsetzung der Temperatur kaum 
entfernen. Insbesondere wird die Wassermenge hierdurch nicht auf 
den Wert vermindert, der bei direkter Quellung bei der betreffenden 
niedrigen Temperatur erhalten wird. 








Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Muskel. 
XXII. Mitteilung: 


Uber den Zusammenhang zwischen Ammoniakbildung und Muskeltitigkeit 
unter aeroben Bedingungen. 


Von 
J. K. Parnas und W. Lewinski. 
[Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw (Lemberg). ] 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Ella Sachs-Plotz Foundation.) 
(Eingegangen am 23. Januar 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. 

Die in dieser Arbeit mitgeteilten Versuche sind im Jahre 1928/29 
ausgefiihrt worden, und die Ergebnisse sind an anderer Stelle ganz kurz 
zusammengefaBt (1); verschiedene Zahlen haben wir in einer anderen 
Arbeit verwertet (2). Als die Arbeit entstand, hatten wir noch keine 
klare Idee itiber den Zusammenhang zwischen der Ammoniakbildung, 
die wir als konstante Begleiterscheinung aller Anderung des Muskel- 
zustandes erkannt hatten: einerseits der Muskelfunktion, der wbrigen 
chemischen Anderungen andererseits. Wir haben damals versucht zu 
erfahren, welcher quantitativer Zusammenhang zwischen der Am- 
moniakbildung und der Muskeltatigkeit besteht. 

Wir hatten schon friiher Versuche tiber diesen Zusammenhang 
angestellt (3), und in Versuchen an Froschmuskein ein sehr konstantes 
Verhaltnis zwischen Ammoniakproduktion und _ geleisteter Arbeit 
gefunden. Die Versuche lagen damals zeitlich sehr nahe aneinander 
(Juni): in anderen Monaten wurden dann andere Werte gefunden. 
In den hierher gehérigen Versuchen haben wir Muskeln unter genau 
definierten Bedingungen, in verschiedenen Monaten, Zuckungsserien 
unter oxybiotischen Bedingungen ausfiihren lassen, die Spannungen 
gemessen, und das entstandene Ammoniak bestimmt; die Zuckungs- 
serien waren verschieden lang (von 300 bis 4300 Zuckungen), die 
entwickelten Spannungen betrugen von 50 bis 920 kg . cm. 

Die Ammoniakmenge, die ein arbeitender Froschmuskel entwickelt, 
wird durch den Ausdruck dargestellt: 


__ mg NH,-N pro 100 kg. cm (Spannung-Muskellange) — 105 
ae mg Muskelgewicht 
Wenn z. B. ein Muskel, der 718 mg wiegt, 3cm lang ist und 

300 Zuckungen ausgefiihrt hat, wobei 338 kg Spannung entwickelt 
und 0,0077 mg Ammoniak gebildet worden sind, so ist die Ammoniak-N- 
Bildung fiir 100 kg . cm: 0,007 mg; Q, = 1. 
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Q, wird gleich gefunden, wenn zwei symmetrische Muskeln gleiche 
oder tihnliche Arbeit geleistet haben: es wird bei verschiedenen Indi- 
viduen und bei Arbeit dhnlicher Gripe zur gleichen Jahreszeit dhnlich 
grop gefunden; es ist fiir symmetrische Muskeln, fiir die ersten Hunderte 
von Zuckungen gréper als fiir die weiteren, und in den Monaten der 
Aktivitdt viel gréper als in den Monaten der Winterruhe. Seine GriBe 
schwankt zwischen 0,2 (Januar) und 4,6 (Juni); zwischen etwa @,8 
fiir 5000 Zuckungen (929 kg . cm) und 2,8 (990 Zuckungen, 244 kg . em) 
fiir zwei symmetrische Muskeln im November. 

Es geht schon daraus hervor, daB die Zahl Q, — wir werden sie 
den Ammoniakbildungsquotienten oder kiirzer den Ammoniakquotienten 
nennen — eine unter gegebenen Bedingungen genau definierte, aber unter 
verschiedenen physiologischen Bedingungen variable GréBe ist. Dies war 
zur Zeit, als diese Versuche ausgefiihrt worden sind, schwer verstandlich ; 
insbesondere von den Auffassungen aus, die wir auf Grund der Arbeiten 
dieses Laboratoriums entwickelt hatten, und die in den folgenden 
Punkten zusammengefaBt sind: 


1. Im ruhenden Muske] verlaéuft eine geringe Ammoniakbildung, 
sowohl unter anaeroben als unter aeroben Bedingungen (4). 

2. Muskeltatigkeit ist stets mit einer Erhéhung der Ammoniak- 
bildung verbunden!, sowohl] wenn sie unter anaeroben als wenn sie 
unter aeroben Bedingungen stattfindet (4) (5). 


1 Ich glaube, daB ich zur Frage der Ammoniakbildung im Muskel 
nicht bald wieder zuriickkommen werde, und méchte deshalb an dieser 
Stelle einige Auseinandersetzungen erledigen, die ich besonderer Mitteilungen 
nicht wert erachtet habe. J. Lindhard hat unsere Arbeiten iiber Ammoniak- 
bildung im Muskel zum Gegenstand einer wenig  versténdnisvollen 
Kritik gewahlt (Ergebn. d. Physiol. 38, 482, 1931); allerdings teilen wir 
dieses Schicksal mit den besten Arbeiten der Muskelchemie. Es kann einem 
Forscher, der sich viele Miihe gegeben hat, ein Gebiet zu untersuchen, 
nicht gleichgiiltig sein, wenn iiber seine Versuche und Ansichten in den 
»Ergebnissen‘‘ falsche Berichte verbreitet werden: in J. Lindhards 
Artikel sind unsere Versuche und Ansichten ganz entstellt wiedergegeben. 
Als Beispiel mége Folgendes dienen. Wir haben (diese Zeitschr. 187, 422, 
1927) beschrieben, da8 wir in den Muskeln eines Frosches, der bei 2° 
langsam erfroren ist, einen hohen Ammoniakgehalt gefunden haben 
(~ 4mg-%); diese Ammoniakbildung war damals, und ist auch heute 
ganz klar, sie hangt mit dem Gefrieren, der Abtétung des Gewebes 
durch die Bildung der Eisnadeln zusammen. Lindhard gibt dies in dem 
Satz wieder (S. 482): ,,dagegen wachst die N H,-Bildung merkwiirdigerweise 
bei niedriger Temperatur‘’. Sollte es wirklich so schwer sein, den EinfluB 
des Gefrierens und der niedrigen Temperatur auseinanderzuhalten ? Es ist 
merkwiirdig, daB Lindhard die Richtigkeit und Zuverlissigkeit unserer 
Versuche danach beurteilt, ob sie mit den — recht fliichtigen — Versuchen 
von Gad Andresen aus dem Jahre 1919 iibereinstimmen. Diese Versuche, 
aus welchen abgeleitet worden ist, daB das postmortal gebildete Ammoniak 
aus Harnstoff stammt, sind ganz sicher falsch, aber Lindhard behandelt 
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3. Einmal gebildetes Ammoniak verschwindet im Muskel nicht 
wieder: die Ammoniakbildung ist in bezug auf das Ammoniak irre- 
versibel (2). 

4. Die Muttersubstanz des Ammoniaks ist die — im Muskel von 
Embden nachgewiesene und als solche angesprochene — Adenylsaure, 
die durch Desamination in Inosinsiure und Ammoniak umgewandelt 
wird!, 

5. Die gewebseigene Adenylséure wird unter aeroben Bedingungen 
im Muskel und im schlagenden Herzen trotz stattfindender Ammoniak- 
bildung erhalten: dies beruht wahrscheinlich auf dem Wiederaufbau 
aus dem organischen Produkt der Desaminierung, jedoch nicht aus dem 
einmal abgespaltenen Ammoniak (2) (4) (6) (7) (8). 


sie geradezu axiomatisch. Dai Lindhard einen Widerspruch zwischen der 
Feststellung sieht, da8 die postmortale Ammoniakbildung von Sauerstoff 
unabhiangig ist, und da8 der Adeninschwund bei guter Sauerstoffversorgung 
ausbleibt, zeigt nur, daB er den von uns klar dargelegten Zusammenhang 
nicht erfaBt hat. Wir iiberlassen es der weiteren Entwicklung, zu ent- 
scheiden, wie es mit der ,,Zuverlassigkeit und ZweckmaBigkeit‘‘ unserer 
Versuche in ,,technischer Hinsicht‘* steht (um den Ausdruck von Lindhard 
zu gebrauchen), aber wir glauben, daB iiber die Zuverlissigkeit und Zweck- 
maBigkeit der Berichterstattung, wie sie in Lindhards Artikel geiibt wird, 
keine Meinungsverschiedenheit bestehen kann. Parnas. 

1 Da bei der Besprechung dieser Frage 6fters angefiihrt wird, Parnas 
hatte zuerst Embden gegeniiber bestritten, da8 Muskelammoniak aus der 
Adenylsiure entstammen kénnte und er hatte sich erst spaéter zu dieser Auf- 
fassung bekehrt — dies iibernehmen Autoren voneinander, ohne den Sach- 
verhalt an der Originalstelle zu priifen —, so méchte ich folgendes fest- 
stellen. Ich hatte in der ersten Mitteilung (mit J. Heller) iiber Blutammoniak 
(diese Zeitschr. 152, 26, 1924) den Gedanken ausgesprochen, da dieses 
Ammoniak aus der Adenylséiure stammen kénnte, die kurz vorher von 
Hoffmann im Blute entdeckt worden ist. Als wahrend der Drucklegung 
meimer Arbeit (mit Mozolowski) (diese Zeitschr. 184, 399, 1927) iiber die 
Ammoniakbildung im Muskel die Mitteilung von Zmbden (Klin. Wochenschr. 
6, 628, 1927) erschien, in welcher von der Feststellung der Adenylsaéure im 
Muskel und die Annahme ihrer Rolle als Quelle des Muskelammoniaks 
berichtet wurde, habe ich sie in einer FuBnote (S. 438) wahrend der Korrektur 
zitiert, mit der Bemerkung, es waren fiir die sichere Feststellung dieser 
Rolle quantitative Bestimmungen des Adenylderivats im Muskel ndétig, 
und es miiBte, nach dem damaligen Stande der Kenntnisse, alle Inosinséure, 
die man findet, im frischen Muskel als Adeninderivat enthalten sein. Dies 
habe ich auch bald darauf feststellen kénnen (Acta Biol. exper. 1928; Klin. 
Wochenschr. 7, 1423, 1928; diese Zeitschr. 206, 16, 1929). Nachdem dies 
bereits 1927 bis 1929 geschehen ist, und gerade durch uns der Nachweis fiir 
die Richtigkeit der Annahme von Hmbden gefiihrt worden ist, muB es als 
irrefiihrend bezeichnet werden, wenn J. Lindhard im Jahre 1931 schreibt: 
,ubrigens behauptet Parnas, daB Embdens Auffassung im groBen und ganzen 
nicht richtig sein kann, indem die Adenylsaure, wenn sie die Muttersubstanz 
des gebildeten NH, sein sollte, fast allen Purinstickstoff des Muskels ent- 
halten miiBte.‘‘ (Ergebn. d. Physiol. 38, 481, 1932.) Parnas. 
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An diesen Auffassungen haben wir spater nichts zu andern gehabt, 
und haJten es insbesondere nicht mehr fiir nétig, die Frage der Reversion 
der Ammoniakbildung im Muskel weiter zu diskutieren!. 

In jiingster Zeit sind weitere Erkenntnisse dazugekommen, die 
wir zusammenfassen : 

6. Im Muskelgewebe befindet sich die Adenylséure ausschlieBlich 
in Form von Adenosintriphosphorsaure. 

7. Adenosintriphosphorséure ist durch Enzyme nicht direkt 
desaminierbar (9). 

8. Durch Phosphatabspaltung aus Adenosintriphosphorsaure ge- 
bildete Adenylsiure wird entweder a) durch Phosphatiibertragung 
aus Phosphokreatin — und in weiterer Folge aus Phosphobrenztrauben- 
siure — wieder aufgebaut, oder b) sofort desaminiert. Der Wiederaufbau 
der Adenosintriphosphorséure entzieht die Adenylsiure der Desami- 
nierung, und umgekehrt, die Desaminierung entzieht die Adenylsdiure 
— bis zur aeroben Erholung — dem Wiederaufbau zur Adenosintri- 
phosphorsaure (10). 

9. Die Desaminierung der Adenylsiure — ein dem tierischen 
Organismus eigentiimlicher Vorgang — kann auf zweierlei Weise ver- 
standen werden: entweder a) als Ausschaltung von Gewebsteilen aus 
dem Kreislauf der anaeroben Erholung, bis zur nachfolgenden aeroben 
Erholung, und zwar durch Entziehung eines wichtigsten Gliedes des 
Kreisprozesses; oder aber b) als Folge der Unvollkommenheit des 
Kreisprozesses der anaeroben sowie aeroben Erholung, bei welcher 
ein gewisser Anteil der Adenylsiure dem Wiederaufbau entgeht, und 
— als sonst physiologisch sehr wirksamer Stoff — inaktiviert wird: 
wie tiberhaupt verschiedene Gewebe unter Erhaltung ihres eigenen 
Bestandes an Adenosintriphosphorséure gewebsfremde Adenylsdure 
volistandig desaminieren (11). 


1 Ich sage dies, obgleich ich weiB, daB die Schule von Embden die 
Behauptung von der Reversibilitét der Ammoniakbildung und ihrer primaren 
Bedeutung bei der Muskelkontraktion aufrecht erhalt (Lehnhartz, Ergebn. 
d. Physiol. 36, 13, 1933) und auch zur Kenntnis genommen habe, da8 der 
Autor des Nachrufs auf @. Embden (Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 6, 1934) 
diesen Gesichtspunkt teilt. Ich bin nach wie vor der Ansicht, daB eine 
Reversion der Ammoniakbildung im Muskel nicht nur niemals erwiesen, 
sondern nicht einmal im geringsten wahrscheinlich gemacht worden ist, 
und da8 alles, was wir iiber das chemische Geschehen im Muskel und im 
Herzen wissen, gegen die Annahme einer solchen Reversion spricht. Ich 
verweise auf andere Publikationen dariiber (2) und halte es fiir iiberfliissig, 
das dort Gesagte zu wiederholen; und méchte nur betonen, daf ich — in 
sachlicher Beziehung — nichts von dem dort Gesagten zu andern oder 
zuriickzunehmen habe, und da ich weiterhin der Ansicht bin, daB8 der 
leider dahingegangene Meister der biochemischen Forschung in der Frage 
des Muskelammoniaks sowohl experimentell als in der Deutung geirrt hat. 

Parnas. 
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Von dem neuen Gesichtspunkt aus lat sich der Verlauf der Am- 
moniakbildung bei langdauernder Arbeit und in der Abhangigkeit 
von Aktivitats- und Ruheperioden der Frésche besser verstehen. 

Es findet wahrscheinlich der Kreislauf der Adenosintriphosphor- 
saéure-Adenylsaure auf verschiedenen Héhen der in Aktion befindlichen 
Mengen der Adenosinderivate statt. In der Aktivitaétszeit wird der 
anaerobe Erholungsvorgang gréBere Mengen Phosphor aus Adenosin- 
triphosphorsaure auf Glykogen tibertragen, der Vorgang wird intensiver 
verlaufen. 

Der gréBeren Intensitét des Kreislaufs entspricht ein gréBerer 
Abfall an Ammoniak zu Beginn der Zuckungsreihen; spater stellt sich 
der Kreislauf auf einem niedrigeren Niveau der kreisenden Menge 
der Adenosinderivate ein: ahnlich wie sich im jodacetatvergifteten 
Herzen die aerobe Tatigkeit auf einem zehnmal niedrigeren Niveau 
des Phosphagengehalts und Phosphagenumsatzes einstellt als im 
unvergifteten Herzen. Die Tatigkeit bei geringerem periodischen 
Umlauf der Adenosintriphosphorsaure erfolgt offenbar unter geringerem 
Abfall an Ammoniak: es wird nur soviel Adenosintriphosphorséure 
dephosphoryliert und in Adenylsiure umgewandelt als sofort wieder 
phosphoryliert werden kann: infolgedessen verfallt weniger davon der 
Desaminierung. 

Unsere Auffassung, daB die Ammoniakbildung ein Vorgang ist, 
der mit den Muskelzuckungen keinen unmittelbaren Zusammenhang hat, 
und daB die NH,-Bildung zu den Vorgangen gehdért, die sich wahrend 
der anaeroben wie der aeroben Erholungsvorgange vollzieht, stimmt mit 
der Erfahrung iiberein, daB die Beziehung zwischen der Ammoniak- 
bildung und der geleisteten Arbeit, sowie den mit der Arbeitsleistung 
zusammenhangenden Erholungsvorgangen nicht konstant ist. DaB sie 
bei ‘gleichartiger Arbeit unter gleichartigen Umstainden konstant ge- 
funden wird, zeigt, daB die Ammoniakbildung ein zum chemischen 
Geschehen im Muskel gehériger, wohldefinierter Vorgang ist; aber 
ebenso wichtig ist, daB die gleiche Arbeitsleistung unter verschiedenen 
Umstanden unter Ammoniakbildung erfolgen kann, die innerhalb 
von Werten fiir Q, zwischen 0,2 bis 2 variiert. Wir schlieBen uns in 
bezug auf die Deutung der Ammoniakbildung der Auffassung von Kalk 
und Bonis (12) an, die aus ihren schénen Versuchen tiber die Am- 
moniakbildung im menschlichen Muskel den Schlu8 gezogen haben, 
daB die Ammoniakbildung zu den Vorgangen gehért, die der Muskel- 
arbeit folgen, und nicht zu denjenigen, die sie begleiten, oder ihr gar 
vorausgehen sollten. 


Il. 


Die Versuchsanordnung war die folgende: Es werden Praparate 
von Gastrocnemien mit den Nerven einzeln in entsprechenden Réhrchen 
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in Ringerlésung so aufgespannt, daf ihre isometrischen Zuckungen 
registriert werden kénnen. Die Lésung wird mit Sauerstoff durehperlt. 
Die Muskeln werden — meist alle 20 sec, in Versuchen bei 20° alle 
30 sec — vom Nerven aus maximal gereizt. Das Réhrchen wird durch 
Wasser gekiihlt, die Temperatur ist 11 bis 12°. Nach Ablauf der ge- 
winschten Zuckungszahl wird der freipriparierte Muskel mit kalt 
gesattigter Boraxlésung zerrieben, und zusammen mit der Ringerschen 
Lésung und der Saure, durch welche der Sauerstoff aus dem Versuchs- 
rohrchen abflieBt, der Ammoniakbestimmung unterworfen. Die Kon- 
trolle des NH,-Anfangsgehalts wird entweder am symmetrischen 
Gastrocnemius zu Beginn des Versuchs ausgefiihrt, oder, wenn der 
Versuch an beiden Gastrocnemii ausgefiihrt worden ist, am dazu- 
gehorigen Peronaeus. 

Die Frage der Kontrolle mu8 ausfiihrlicher erwogen werden, 
und zwar die Frage, ob es richtig ist, die Differenz zwischen dem Anfangs- 
gehalt des Muskels und dem Endgehalt als Ammoniakbildung aufzu- 
fassen, oder aber die Differenz zwischen dem N H,-Gehalt des Muskels, 
der gearbeitet hat, und dem des symmetrischen Muskels, der ohne 
Reizung ebenso lang bei gleicher Temperatur in Ringerlésung gehalten 
worden ist. Die Frage bezieht sich in ahnlicher Weise auf alle Um- 
setzungen im Muskel und haéngt mit dem Problem des Ruhestoffwechsels 
iiberhaupt zusammen: kann man bei Vorgangen wie Milchséurebildung, 
Phosphokreatinspaltung, Ammoniakbildung usw. den Gesamtumsatz 
des Gewebes wahrend einer Tatigkeit als additiv zusammengesetzt 
aus Ruheumsatz und Tatigkeitsumsatz betrachten’? Bei den hier 
behandelten Vorgangen handelt es sich um Erholungsvorginge — im 
Sinne der Auffassung von Ritchie (13), und wir glauben, daB die Vor- 
ginge, die zur Aufrechterhaltung des Ruhepotentials dienen, wahrend 
der Erholung, die der Tatigkeit folgt, nicht als selbstaéndiger Summand 
zu setzen sind. Ein Vergleich mége unsere Auffassung illustrieren: 
Der Ruheumsatz soll mit dem Uberlauf eines Wasserbehalters ver- 
glichen werden oder mit dem infolge der Undichtigkeit eines Ventils aus- 
flieBenden Wasser. Wenn das Ventil zur Turbine geéffnet wird und das 
Wasser Arbeit leistet, so besteht keine Beziehung zwischen der Arbeit 
und der Differenz zwischen AusfluB bei offenem und geschlossenem 
(undichtem) Ventil, sondern zwischen der Arbeit und dem tatsacblich 
ausflieBenden Wasser. Es ist fraglich, ob diese Uberlegung auf Versuche 
auszudehnen ist, in welchen, wie bei uns, die Erholungszeiten sehr lang 
sind, und wo die Wiederherstellung der Adenosintriphosphorsaure 
vielleicht im Vergleich mit der Wiederherstellung des Glykogens nur 
kurze Zeit in Anspruch nimmt: so, daB der Ruheumsatz, in dem das 
Ammoniak gebildet wird, daneben seinen Lauf nimmt. Die Frage ist 
iibrigens fiir die Versuche, die weniger als 10 Stunden dauern, ohne 
gréBere Bedeutung: die Werte fiir langere Serien kénnen nach anderen- 
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orts angegebenen Zahlen (14) fiir die Ammoniakbildung in der Ruhe! 
korrigiert werden: es ergeben sich dann fiir die langen Serien noch 
kleinere Werte. 

Die Ammoniakbestimmung erfolgte nach dem Verfahren von 
Parnas und Heller (15) kolorimetrisch (Wolffsches Kolorimeter). 








Abb. 1. 


Gereizt wurde mit Offnungsstrémen eines Induktoriums; ein 
pendelnder Quecksilberunterbrecher, mechanisch betrieben, gab alle 
20 bis 30sec eine Offnung. Die Réhrchen, in welchen die Muskeln 
arbeiten, sind folgendermaBen gebaut (Abb. 1): 

Das innere Réhrchen (A) (16mm Weite) ist so angeordnet, dab 
von unten durch eine Kapillare K Sauerstoff eingeleitet werden kann; 
es ist oben zu 45 mm erweitert, und es wird in dem unteren Teil von dem 
Kiihlmantel WM umfaBt, durch den Wasser geleitet wird. Der Sauerstoff 
wird durch das Ableitungsrohr (B) abgeleitet und flieBt durch die 
kleine, leicht zu leerende Vorlage (V). Der untere Teil des Réhrchens A 
nimmt 15 cem Ringerlésung auf, und der Muskel hangt darin mit dem 
distalen Ende nach unten; das proximale Ende und der Nerv befinden 
sich tiber dem Fliissigkeitsspiegel so, daB sie von den aufsteigenden 
Blasen bespritzt werden. 

In der oberen Erweiterung des Innenraumes steckt (Abb. 2) ein 
durchbohrter Zylinder aus Hartgummi (O), der die Aufhingung und die 
Reizvorrichtung tragt. Der — an seinem horizontalen Arm gekerbte — 
Draht (PD) aus nichtrostendem Stahl dient zum Befestigen des Muskels 


1 Sie betragt bei 11 bis 12° fiir die Stunde 0,03 bis 0,56 mg-% NH,-N. 
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an der Fersensehne; die Knieaponeurose wird an einem S-Hakchen 
und an dem beweglichen Staébchen (8) aus Metall befestigt, das an dem 
isometrischen Hebel von Biirker angreift. Das Stabchen S ist in der 
Mitte mit einer Verschraubung (W) versehen, die eine 10 mm weite 
Gummischeibe (G) aufnimmt!; diese Gummischeibe wird an ihrem 
Rande zwischen einem  beweglichen 

Ring und die ringférmige Unterlage o 
durch eine Verschraubung R  gefaBt, 
die in der mittleren Durchbohrung des 
Hartgummizylinders sitzt. Auf diese 
Weise ist die Ubertragung der Spannungen 
vom unteren Ende des hangenden Stab- 
chens S auf den Hebel méglich, der auBer- G 
halb des gasdicht verschlossenen Arbeits- YIN | 
raumes befestigt ist. Den Zylinder D YIN - T 
durchsetzen zwei Draihte (aus nicht- Uy > 
rostendem Stahl) .W, und ,, auf welchen 
der Nerv aufliegt, und zu welchen durch 
die Klemmen KA, und A, die Stréme zu- 5 M, 
gefiihrt werden. Alles iibrige geht aus 


Me 
der Zeichnung hervor. D 
Der Sauerstoff wurde aus Druck- ©w 


flaschen entnommen, in welchen er iiber Abb. 2. 


R KK ke 






























































Tabelle I. Ammoniakbildung bei Muskelarbeit. 
Symmetrische Froschmuskeln ; aerobe Bedingungen; Temperatur 9 bis 12° C. 





“7 IL. III. wb oe, vi. | vu. | Vm. 
Muskel- , Geleistete Ammoniak- | mg N H,-N 
Datum a. gewicht —— | Arbeit zuwachs . as" ‘ 
rescniec LUCK } é 
mg Ben) kg.em | mg NH,-N | 100 kg . em 


18. III. | R. tempor. 520 650 149,5 0,0018 0,0012 2,3 


ro 675 121,5 | 0,0015 | 0,0012 | 2,3 
18. III. R. escul. 380 500 117,0 | 0,006 0.0051 0,42 
ro 500 117,0 0,006 0,0051 0,42 
19. TI. R. escul, 810 | 480 65,9 | 0,0123 | 0,0053 0,63 
9 480 65,8 0,0119 | 0.0051 0,63 
14. VI. R. escul. 720 270 75,0  0,0154 | 0,0205 | 2,93 
re) 270 75,0 | 0,0144 | 00192 2,67 
15. VI. R. escul. 550 260 110,0 | 0,0095 0,0086 1,56 
fc) 260 120,0  0,0089 | 0,0074 1,35 
17. VI. R. escul. 370 | 320 73,1 | 0,0098 0.0134 3,62 
2 340 75,2 0,0098 0,0180 35 
18. VI. || R. escul. 270 320 56,3 0,0063 0,011 44 
ed 320 59,8  0,0066 0,011 44 


! Praservativgummi. 
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verdiinnter Schwefelsiure gehalten wurde. In die Vorlage V kam 
etwa 1cem Wasser mit einigen Tropfen HCl. 

Die Zuckungen wurden auf einem langsam rotierenden Zylinder 
aufgeschrieben, und die entwickelten Spannungen in bekannter Weise 
aus der Aufzeichnung berechnet. 

Wir geben hier verschiedene Zahlen, die zu diesen Versuchen 
gehéren, bevor wir die Mittelwerte fiir Ammoniakquotienten zusammen- 
stellen. Mittelwert aus 103 Bestimmungen fiir den Anfangsgehalt 
an Ammoniak-N: 0,72 — 0,08 mg-%. Fiir 56 Gastroenemien allein: 
0,74; fiir Oberschenkelmuskeln (47 Versuche): 0,78 mg-%,. 

Werte fiir den ,,traumatischen Ammoniakgehalt* (d. h. fiir fein 
zerriebenen Muskelbrei, nach 5 Minuten): 

November — Dezember: 7,12 mg-°%; Januar: 4,6 mg-°,; Februar, Marz, 

April: 5,5 mg-%; Mai: 5,8 mg-%; Juni: 6,7 mg-% NH,-N. 

DaB in symmetrischen Muskeln bei gleicher Arbeit gleiche Ammoniak- 
bildung erfolgt, zeigt die Tabelle I. Aus dieser Tabelle geht die Art 
der Versuche und ihre Ubereinstimmung hervor. Die Ammoniak- 
quotienten fiir arbeitende Muskeln sind im folgenden zusammengestellt : 


Kurze Versuchsserien (250 bis 1000 Zuckungen). 


Januar: 0,76 + 0,06 mg-% (14). 

Februar: 0,58 mg-% (4)*. 

Marz: 0,35 + 0,04 mg-% (12). 

April: 0,65 mg-% (drei Versuche). 

Mai: 2mg-% (drei Versuche). 

Juni: 2,5 + 0,6 mg-% (bei 11°) (8) (frische und iiber- 


winterte Eskulenten). 
2,9 + 0,53 mg-% (bei 20°) (7). 
2,4 + 0,11 mg-% (bei 11°) [fiinf Versuche aus dem 
‘ Jahre 1927, nur frische Eskulenten(3)]. 
Oktober /November: 3,0 mg-% (drei Versuche). 


Lange Versuchsserien (1000 bis 5000 Zuckungen). 


Januar: 0,3 mg-% (drei Versuche). 
Februar: 0,34 + 0,09 mg-% (9). 
Marz: 0,4 + 0,04 mg-% (4). 
April: 0,8 + 0,07 mg-% (8). 
Mai: 17 + 0,14 mg-% (9). 
Oktober /November: 1 + 0,37 mg-% (5). 


Die angefiihrten Werte sind Mittelwerte mit ihren Streuungen 


Y p2 
( J a ny) (Die Versuchszahlen sind eingeklammert angegeben.) 
n(n — 





* Die Streuung ist hier nicht angegeben, weil die Versuchszahl zu ihrer 
Berechnung zu klein ist. 
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Zu den Versuchen sei noch bemerkt, daB die Behandlung der Tiere, 
die Anordnung der Versuche und die Verarbeitung der Muskeln den 
Grundsatzen folgte, die an anderer Stelle mitgeteilt worden sind. Wir 
haben in den Monaten Februar/Marz versucht, ob durch Fiitterung 
der Frésche mit Fleisch oder Leber die Ammoniakbildung in den Muskeln 
verindert wiirde: die gefiitterten Tiere gaben die gleichen Werte wie 
ungefiitterte. Freilich ist die Fiitterung bei Einfiihrung der Nahrung 
in den Magen an sich wenig wirksam, weil die Verdauungsdriisen untatig 
sind. Es ist noch zu bemerken, daB im April, Mai, Juni die iiberwinterten 
Frésche sich nicht anders verhalten als frisch gefangene, und ebenfalls 
hohe Werte fiir Q, ergeben. 

Eine besondere Frage wurde im Zusammenhang mit den _ hier 
behandelten untersucht. Es war zu erwagen, ob bei der Tatigkeit 
bei besonders guter Sauerstoffversorgung der isolierte Froschmuskel 
nicht etwa selbstandig Harnstoff bildet, und ob dadurch vielleicht 
Ammoniak der Bestimmung entgeht? Wir haben uns iiberzeugt, 
daB aus Froschgastrocnemien der Harnstoff herausdiffundiert, wenn 
man ihn in Ringerlésung mit Zusatz von Urease so halt, daB er in der 
AuBenfliissigkeit zu Ammoniak aufgespalten wird. Wir haben dann 
symmetrische Nerv-Muskelpraparate in Ringerlésung mit Urease 17 bis 
20 Stunden lang gehalten, dann gespiilt, und darauf die einen wieder 
in frischer Ringerlésung mit Urease arbeiten lassen; der andere 
Muskel blieb als Kontrolle in der gleichen Lésung. In solchen Ver- 
suchen (z. B. 17. I., 3300 Zuckungen, alle 20 sec, Gewicht 332 mg, 
Spannung < Lange 754 kg . cm) entsprach die Ammoniakbildung einem 
Q, = 0,28, also den niedrigsten Werten. Wir sind auf Grund dieser 
Versuche iiberzeugt, daB im isolierten Froschmuskel kein Harnstoff 
gebildet wird. 
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Uber die Verkettung der chemischen Vorgiinge im Muskel. 
V. Mitteilung: 


Uber den Zusammenhang der Vorgiinge der anaeroben Erholung 
mit der Atmung. 
Von 
P. Ostern und T. Mann. 
[Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw (Lemberg). ] 
(Eingegangen am 23. Januar 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. 

In dieser Arbeit werden die oxydativen Vorgainge des Muskel- 
gewebes am frischen Phosphatmuskelbrei studiert, dem gleichen Pra- 
parat, welches uns in den friiheren Arbeiten dieser Reihe zur Unter- 
suchung der anaeroben Vorgainge gedient hat [(1) bis (7)]. Wir haben 
gefunden, daB im konzentrierten oder mit m/20 Phosphat verdiinnten 
Muskelbrei die Vorgange der Glykogenolyse in ihrer Verkettung mit 
dem Umsatz — insbesondere der Resynthese — des Phosphokreatins 
und der Adenosintriphosphorséure reproduzierbar sind. Der Gehalt 
an Adenosintriphosphorsdure (ATP.) kann laingere Zeit hindurch auf 
Kosten der Glykogenolyse im Brei aus normalen Muskeln, auf Kosten 
des Umsatzes zugesetzter Intermediirprodukte der Glykogenolyse im 
Jodacetatbrei (JA.-Brei) und Fluoridbrei aufrechterhalten werden. 
Das Bestehen der ATP. kann leicht durch das Ausbleiben der 
Ammoniakbildung festgestellt werden. 

Es lag nahe, am Phosphatmuskelbrei die Oxydationsvorgainge 
und ihren Zusammenhang mit den Vorgingen der anaeroben Erholung 
zu untersuchen. Dieses Objekt eignet sich dafiir sowohl dadurch, da 
im Phosphatmuskelbrei die Vorgange des anaeroben Abbaues und Auf- 
baues mit groBer Intensitaét verlaufen, als auch dadurch, daB es besonders 
leicht mit Sauerstoff zu versorgen ist; man kann davon eine beliebige 
Zahl gleichmaBiger Proben zum Versuch verwenden; und schlieBlich 
ist der ganz frische Phosphatmuskelbrei‘' das dem intakten Muskel 
chemisch am nachsten stehende Praparat!. 


Il. 


Wir haben den Sauerstoffverbrauch des mit 1/5) mol Phosphaten 
[K,HPO,/KH,PO,] bei pu 7, fiinffach verdiinnten, mit Quarzsand 


1 Es kommt wahrscheinlich auf dasselbe heraus, ob man diinne quer- 
gerichtete Muskelschnitte verwendet oder zerriebenen Muskelbrei, denn in 
beiden Fallen sind die Einheiten der Fasern und Fibrillen zerstért (8) (9). 














es i ie ics act a ete bE 
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fein zerriebenen Muskelbreies (R. temporaria, Oktober-November- 
Januar) nach der Methode von Warburg untersucht. 

6g Muskeln werden im Porzellanmérser mit 4ccm m/3 Phosphat- 
puffer (pq = 7) und etwas Quarzsand zu einem feinen Brei zerrieben, der 
mit destilliertem Wasser auf 25 ccm aufgefiillt wurde. Von diesem Brei 
werden je 2ccm (unter Mischen) in den Hauptraum von Warburgschen 
KegelgefiBen einpipettiert. Wir benutzen 20 ccm KegelgefaBe mit einem 
Anhang und einem Einsatz. Im den Anhang kommt die Substanz, deren 
Wirkung auf die Atmung untersucht werden soll. 

Bei Versuchen iiber die aerobe und anaerobe Ammoniakbildung, 
in denen keine Zusatze gebraucht wurden, kamen in den Anhang 0,3 cem 
2n HCl, die am Ende des Versuchs in den Hauptraum eingekippt 
wurden. Die Gasgemische wurden vor der Einleitung in die GefiBe 
durch eine Waschflasche mit H,SO, geleitet. Die Zeit zwischen 
dem Praparieren der Froschmuskeln und dem Einsetzen der Proben 
in die Schiittelmaschine betrug 20 bis 25 Minuten. Die Schiittelgeschwin- 
digkeit betrug 150 Umdrehungen pro Minute, bei einer Amplitude 
von 5cm. 

AuBerdem wurden Versuche iiber den Unterschied zwischen 
anaeroben und oxydativen Umsetzungen in demselben Muskelbrei 
mit Hilfe von GefaBchen ausgefiihrt, die in der Thunbergschen Methylen- 
blaumethode verwendet werden. Die im Zusammenhang mit den 
Versuchen angewandte analytische Technik war dieselbe wie in friiheren 
Arbeiten: Ammoniakbestimmung nach Parnas und Heller, Milchsiure- 
bestimmung nach Friedemann-Cotonio-Schaffer im Apparat von Lieb 
und Zacherl, und Glykogen nach Pifliiger. 


Hl. 

Wir geben die Resultate in anderer Reihenfolge wieder als sie 
entstanden sind: wir hatten natiirlich zuerst die Atmung des Phosphat- 
muskelbreies untersucht. Die Resultate werden klarer erscheinen, 
wenn wir die zuletzt erlangten Ergebnisse tiber die Hemmung der 
Ammoniakbildung durch Sauerstoff vorausschicken. 

Wenn die einen Proben Phosphatmuskelbrei in Sauerstoffatmo- 
sphare, die anderen in Stickstoff geschiittelt werden, so bleibt die 
Ammoniakbildung in den mit Sauerstoff versorgten Proben viel langer 
aus, als in den anaeroben Proben!. 

1 Dieses ist in keinem Widerspruch mit der in diesem Laboratorium 
mehrmals gemachten Feststellung, da8 die Ammoniakbildung im intakten 
isolierten Muskel, in Ruhe wie in der Arbeit, vom Sauerstoff unabhangig 
ist. Da das Verstandnis fiir die Feststellung, da8 bei Sauerstoffversorgung 


des Muskels die Ammoniakbildung ungehindert vor sich geht, dagegen die 
Adeninmenge unverandert bleibt, auf Schwierigkeiten gestoBen ist (so bei 
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Tabelle I. Die aerobe und anaerobe Ammoniakbildung im 
Phosphatmuskelbrei. 
Temperatur 20°. Im Hauptraum: 2cem Brei (400 mg Froschmuskel mit 
m/20 neutralem Phosphatpuffer zerrieben). Im Nebenraum: 0,3cem 2n HCl. 





. —o : _ 
Aerob gebildetes Ammoniak | Anaerob gebildetes Ammoniak 





Versuch in mg-°/9 NH3-N ! in mg-°/9 NH3-N 
oo lw low lw [ow fo | ow | ow 
15 || 0,96 | 1,37 | 1,85 | 5,58 | 0,96 225 633 | 641 
16 ] | 1,42 | 1,90 | 3,85 1,65 6,10 | 6,70 
17 —s jj: 1,82 | 1,53 | 2,72 | 2,60 | 1,32 1,95 2,38 6,30 
20 || 1:87 | 220 | 2:70 | 3,36 | 187 | 275 | 325 | 7.25 


Es geht daraus folgendes hervor: Auch im verdiinnten Muskelbrei 
kommen zu denjenigen Vorgéngen, die unter anaeroben Bedingungen 
den Wiederaufbau der Adenosin- 








8 nee : is . 
| | } | triphosphorséure! bedingen ent- 
| | | | | [ 7}, : | rer oy g re j » Le a 
> is ferewise | anaerob | we det ander: mit demse Ibe n 
S51 |_| Versuch? | indeffekt hinzu, oder es wird 
| 7 | 


ihre Wirkung in bezug auf die 
+ Quantitaét verstarkt, woraus eine 
gréBere Wirkungsdauer hervor- 
ans Gl OR Ee geht. Die nachstliegende Vor- 
ot | — stellung ware, daB auf oxydativem 
1 30 YS 60 y A . 
Versuchsdauer in Minuten Wege die gleichen Phosphatdona- 
Abb. 1. Verlauf der Ammoniakbildungim | toren entstehen, welche in der 
Phosphatmuskelbrei unter aeroben und anaeroben Erholung wirksam 
anaeroben Bedingungen. f : f . 
sind, und die wir friher be- 
schrieben haben. Die Feststellung, daB durch oxydative Vorgange die 
Adenosintriphosphorséure resynthetisiert wird, macht die weiter zu 
beschreibenden Tatsachen verstandlich. 








J. Lindhard, Ergebn. d. Physiol. 38, 481, 1932), so miissen wir auf diese 
Frage hier eingehen. Im intakten unvergifteten Muskel fallt ein geringer 
Bruchteil der in den — anaeroben sowie aeroben — Erholungsvorgaingen 
kreisenden Adenosintriphosphorsaure der Desaminierung anheim, und diese 
Menge ist von dem anaeroben oder aeroben Charakter der Tatigkeit un- 
abhingig. Im Muskelbrei ist die gesamte Adenosintriphosphorséure der 
schnellen Umwandlung in Adenylsiure und der sofort nachfolgenden 
Desaminierung verfallen, sofern sie nicht durch geniigend intensive 
Phosphorylierungen wieder aufgebaut wird. Der Einflu8 der Intermediar- 
produkte der Glykogenolyse, wie er von Parnas und uns friiher studiert 
worden ist, sowie der hier beschriebenen Atmungsvorgange, kann sich nur 
am Muskelbrei geltend machen. 

' Phosphorylierung des Kreatins aus Phosphoglycerinséure oder Brenz- 
traubenséure und Phosphat, Phosphorylierung der Adenylséure durch 
Phosphokreatin. 
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IV. 

Die Werte fiir den Sauerstoffverbrauch des Phosphatmuskelbreies 
sind in der Tabelle II vereinigt. Es ist aus ihnen zu ersehen, wie gleich- 
artig sich die Atmung der einzelnen Proben des gleichen Muskelbreies 
gestaltet; auch sind daraus die Unterschiede zwischen Proben zu er- 
sehen, die aus verschiedenen Breien entnommen worden sind. Der 
Sauerstoffverbrauch unter unseren Versuchsbedingungen betragt (fiir 
1 g frischen Muskels und | Stunde, 20°) im Durchschnitt 0,5 cem Q,. 
Er betragt also ein Zehntel des Sauerstoffverbrauchs eines maximal 
arbeitenden Warmbliitermuskels und '/,, der Sauerstoffmenge, die zur 
vollstandigen Verbrennung des im Muskel enthaltenen Glykogens 
(zu 1% angesetzt) notwendig ware. 

ta 
Tabelle II. Sauerstoffverbrauch des Phosphatmuskelbreies. 
Temperatur 20°. Gasraum: Sauerstoff; Hauptraum: 2ccm Brei (400 mg 
Froschmuskel mit m/20 neutralem Phosphatpuffer zerrieben). 





O2-Verbrauch in cmm pro Gramm frischen Muskels 





Prot.-Nr. || Versuchsdauer in Gefaben II bis VI 
oe 1 ae eee 
3 30’ 92 84.5 86,5 89 
4 30’ 71 72 75 66 74 
8 20’ 72,5 75, 75 73,8 77,2 


Zum Vergleich sind in 'Tabelle III die Werte fiir den Sauerstoff- 
verbrauch im Muskelwasserbrei (fiinffach verdiinnt) zusammengestellt. 


Tabelle III. Einflu8 von Phosphat auf den Sauerstoffverbrauch 
des Muskelbreies. 

Jeder Ansatz enthalt 400mg Froschmuskel in 2cem Wasser oder m/20 

neutralem Phosphatpuffer zerrieben. Im Versuch 3 wurde aus dem Anhang- 

gefaB Phosphat bis zu derselben Konzentration wie im Versuch 2 zugesetzt. 








| emm 0,-Verbrauch 
in 10 Minuten-Abstinden 


emm Q,-Verbrauch 
in 10 Minuten-Abstinden 














| 
| 
Ver- 1 2 3 Ver- | 1 | 2 | 8 
suchs- suchs- | | 
dauer Wasser- | dauer | | | Wasser- 
in Muskelbrei is. 0 Muskelbrei 
Minuten Wasser- | Phosphat- | mit nach- | Minuten | Wasser- | Phosphat- mit nach- 
Muskelbrei | Muskelbrei | triglichem } Muskelbrei | Muskelbrei | triglichem 
| | Zusatz von Zusatz von 
| Phosphat i Phosphat 
10 9,5 23,5 | 9,5 70 3,0 28,0 9,5 
20 6,0 23.5 | 6,0" 80 4,0 24,0 9,0 
30 55 | (24,0 7,0 90 3.0 21,0 9,0 
40055 23,0 7,5 100 3,0 14,5 8,0 
50 | 6,0 26,0 10,5 110 3,0 9,0 8,0 
60 | 55 23,0 6,5 120 2.5 8.5 8,0 


* Moment des Einkippens von Phosphat. 
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Es ist daraus zu ersehen, daB hier die Atmung vom Beginn an viel 
schwacher ist und schneller abfallt. Dies diufte zunachst mit dem 
Abfall des py zusammenhangen, aber wichtiger ist ein anderer Faktor. 

Wird wahrend des Versuchs Phosphat zum Muskelwasserbrei 
eingekippt, so steigt die Atmung unbedeutend: der im Wasserbrei 
zersetzte Faktor wird offenbar nicht regeneriert. 
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Abb. 2. I Atmung von Wassermuskelbrei. Abb. 3. Atmung von Phosphatmuskel- 
II Atmung von Muskelbrei mit nach- brei mit und ohne Zusatz von Adenosin- 
triiglichem Zusatz von Phosphat (nach triphosphorsiure (Versuch 3 und 10 
20 Min.). Ill Atmung von Phosphat- der Tabelle IV). 


muskelbrei. 


Es liegt nahe, den hier ausbleibenden Faktor in der Adenosintri- 
phosphorsdure zu vermuten. Da sie es wirklich ist, geht aus den 
weiteren Versuchen hervor, die in der Tabelle [V zusammengestellt sind. 


Tabelle IV. EinfluS der Adenosintriphosphorsaure auf den Sauer- 
stoffverbrauch des Phosphatmuskelbreies. 
Temperatur 20°. Gasraum: O,; Hauptraum: 2cem Muskelbrei (400 mg 
Froschmuskel mit m/20 neutralem Phosphatpuffer zerrieben). Nebenraum: 
1%ige Lésung von ATP. (0,1 cem dieser Lésung gleicht 0,11 mg Pyro-P). 





emm Q,-Verbrauch in 10 Minuten-Abstinden 











Ver- Versuch 3 Versuch 10 Versuch 25 
suchs- es 

ees ohne = ohne 98 ohne op 
we | a. | Ree | Se | ee | | em 
10 30,5 290 | 36,0 36,5 45,0 45,0 
20 29,5 28,0 || 86,0 36,5 45,0 45,0* 
30 31,0 31,5* | 380 | 88,0* 25,5 41,0 
40 31,0 35,0 | 39,0 | 45,0 14,5 40,0 
50 32,0 39,0 =| = 825 47,5 9.0 30,0 
60 15,0 38,0 | 12,5 46,5 

70 10,5 380 | 85 | 400 

80 7,5 24,0 =| 85 | 20,0 


* Moment des Einkippens von ATP. 


Die Wirkung der zugesetzten ATP. ist folgende: 1. Wird Adenosin- 
triphosphorsdure zu Muskelbrei zugesetzt, der noch voll atmet, so erfolgt 
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keine oder nur eine geringfiigige Steigerung der Atmung, die Dauer der 
maximalen Atmung wird aber verldngert. 

Wird Adenosintriphosphorsiure im Phosphatmuskelbrei an einem 
Zeitpunkt eingefiigt, in welchem die Atmung bereits abflaut, so wird die 
Atmung in ihrer maximalen Héhe wieder hergestellt. Wird ATP. zu 
Muskelwasserbrei zugesetzt, in welchem die Atmung bereits abgefallen 
war, so wird die Atmung nur wenig gesteigert. Offenbar wird der 
abspaltbare Phosphor der ATP. fiir die Phosphorylierungen sehr schnell 
aufgebraucht und die Adenylsdure schneller desaminiert als rephospho- 
rvliert. Zusatz von Adenylsaure, Inosinséure, Milchsaure, Brenztrauben- 
siure haben auf die Atmung des Phosphatmuskelbreies und des Wasser- 
breies keinen steigernden Einflub, Phosphoglycerinsdure steigert die 
Atmung des Phosphatmuskelbreies, dagegen die des Wasserbreies 
nur sehr wenig. Wenn in Phosphatmuskelbrei Jodacetat '/,999 mol. ein- 
gekippt wird, so fallt die Atmung nur geringfiigig ab: bei Zusatz 
1/559 mol. Jodacetat sinkt die Atmung um 50%, ist dem Jodacetat 
Phosphoglycerinséure zugesetzt, so findet man denselben Effekt wie 
im unvergifteten Phosphatmuskelbrei. 


Tabelle V. Einflu8 der Phosphoglycerinsaiure auf den Sauerstoff- 
verbrauch des Muskelbreies. 
Temperatur 20°. Gasraum: O,; Hauptraum: 2cem Brei (400 mg Frosch- 
muskel mit m/20 neutralem Phosphatpuffer bzw. Wasser zerrieben); Neben- 
raum: 0,25cem m/10 phosphoglycerinsaures Natrium (P. g. s.). 





emm O»,-Verbrauch in 10 Minuten-Absténden 





Versuch 6 Versuch 8 





Ver- a PLEIOEEY 2) | eh ecoee ott ——— 
suchs- mit m/2000 Jodacetat 
dauer normaler normaler vergifteter 


Phosphatmuskelbrei Wassermuskelbrei Phosphatmuskelbrei 





mit P.g.s. ohne P.g.s | mit P. g.s. 





Min. ohne P.g.s. mit P.g.s. ohne P. g.s. 


10 23,5 24,0 9,5 8,5 24,5 25,5 
20 23,5 23,5 6,0 6,0 24.5 26,0* 
30 24.0 24,0* 5,5 5,0* 23,5 35,0 
40 23.0 17,5 5,5 5,0 15,0 37,0 
50 26,0 17,0 6,0 7,5 12.5 14,0 
60 23.0 16,5 5,5 45 10,5 9,0 
70 28.0 13,0 3,0 5.5 5,5 7.5 
80 24.0 18,0 4.0 5,5 
90 21,0 23,0 3,0 5,0 

100 14.5 20,0 3,0 4,5 

110 9,0 31,0 3,0 5,0 

120 8,5 34,0 2,5 5,0 


* Moment des Einkippens von Phosphoglycerinsaure. 
Es geht aus diesen Versuchen hervor, da} der Adenosintriphosphor- 
saure die Rolle eines Atmungsfaktors im Muskelbrei zukommt; dieser 
Stoff vermag die Dauer der maximalen Atmung zu verlangern und sie 
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wieder herzustellen, wenn sie bereits im Abflauen ist. Die Rolle der 
ATP. bei der Sauerstoffiibertragung ist von Deuticke (10) (11) an anderen 
Objekten untersucht worden (Pflanzensamen): fiir den Herzmuskel 
nehmen Banga und Szent-Gydrgyi ein verwandtes Adenylderivat 
als Sauerstoffiibertrager an (12); P.Ostern hat in manometrischen 
Versuchen die Steigerung der Sauerstoffatmung durch Adenylsdure 
an Gewebsschnitten, besonders an Nieren, gefunden, aber auch an 
Darm, Hirn, Hoden, Diaphragma (13). 
V. 

Bei guter Sauerstoffversorgung und bei Erhaltung der optimalen 
Bedingungen fiir den Sauerstoffverbrauch, die durch Zusatz von 
Adenosintriphosphorsaure und Phosphaten erreicht werden, bestehen 
im Muskelbrei Bedingungen, unter welchen zwischen Sauerstoffverbrauch, 
Milchsaéurebildung und Glykogenschwund 4hnliche Beziehungen_be- 
stehen, wie sie durch die Pasteur-Meyerhofsche Reaktion dargestellt 
werden. Dies geht aus folgenden Versuchen hervor: 


Meyerhof-Quotienten. 





Versuch | Ohne ATP. Mit ATP. 
11 1,77 2,95 
13 3,80 4,85 
14 1,03 4,0 und 4,6 


Milchsaureaufbau 


Das Verhialtnis betragt in Versuchen mit 


Milchséureschwund . 
ATP.-Zusatz 2,95 bis 4,85; es erreicht also unter Umstanden die maxi- 
malen Zahlen, besonders bei groBem UberschuB an Adenosintriphosphor- 
siure. Es wird hier ahnlich wie in unseren anderen Versuchen die Wir- 
kung des ordnenden strukturellen Faktors durch die erhéhte Konzen- 
tration der Reaktionsteilnehmer ersetzt. Die Meyerhofsche Reaktion 
im Muskel ist nicht an die intakte Struktur des Muskels gebunden!, 
sondern lediglich an die Gegenwart der Reaktionsteilnehmer und 
der Katalysatoren. 
VI. 

Als wichtigstes Ergebnis dieser Untersuchung betrachten wir die 
Feststellung, daB in den oxydativen Vorgaingen im Muskel der Adenosin- 
triphosphorséure eine ahnliche Funktion zukommt, wie in den Vor- 
gangen der anaeroben Erholung. Sie ist ein fiir den Sauerstoffverbrauch 
des Phosphatmuskelbreies wesentlicher Faktor, der durch keinen 


1 Vgl. FuBnote auf S. 409. 
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anderen ersetzt werden kann, als nur durch diejenigen Stoffe, welche 
nachgewiesenermaBen ihren Wiederaufbau bewirken. | Andererseits 
wird ihr Wiederaufbau — oder, wenn man sich mit gréBter Reserve 
ausdriicken will, ihr Bestehen — durch die Oxydationen im Muskelbrei 
gefordert, und die Ammoniakbildung im Brei wird durch Sauerstoff 
hintangehalten. Die gleiche Beziehung besteht fiir die anaerobe Er- 
holung: Die Adenosintriphosphorsaure ist Bedingung der Glykogenolyse, 
und die Glykogenolyse ist Bedingung des Wiederaufbaues oder des 
Bestehens der Adenosintriphosphorsaéure und verhindert die Ammoniak- 
bildung. Uber die Etappen des anaeroben Zyklus sind wir unterrichtet (2) ; 
der aerobe hat mit dem anaeroben Zyklus der Glykogenolyse gemeinsame 
Wege, die jedenfalls die unterhalb der Phosphoglycerinséure liegenden 
Glieder umfassen, und die wahrscheinlich die Wiederherstellung des 
Kreatin- und Adenosinderivates in gleicher Weise bewirken. Wie 
weit Oxydationen anderer Stoffe in diese Vorgainge eingreifen, bleibt 
zu untersuchen. 

Als weiteres wichtiges Resultat erscheint uns, daB man im Muskel- 
brei durch Zusatz von Adenosintriphosphorsaéure den Abbau und Wieder- 
aufbau der Kohlenhydrate einerseits, ihre Verbrennung andererseits 
so gestalten kann, wie dies durch die Pasteur- Meyerhofsche Beziehung 
fiir den intakten Muskel ausgedriickt wird. 

Wir danken Herrn Professor Parnas fiir die Férderung dieser Arbeit 
durch stete Anregung und Kritik. 
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Glykimische Reaktion und Belichtung. 
Von 


Richard W. J. Miiller. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
Koln.) 


(Eingegangen am 31. Januar 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der letzten Zeit ist eine Reihe von Arbeiten veréffentlicht 
worden, die sich mit der Beeinflussung der Stoffwechselvorginge 
durch Belichtung und Verdunkelung befassen. Auf Anregung von 
Prof. Kisch habe ich die Angaben Galloros! iiber den EinfluB der Dunkel- 
heit auf die alimentare Glykimie mit unserer Methode nachgepriift. 


Galloro hat vier Kaninchen nach 12stiindigem Hungern mittels der 
Magensonde 1g Traubenzucker pro kg Tier zugefiihrt, und zwar einmal 
bei gew6hnlichem Tageslicht, das andere Mal, nachdem die Tiere 10 Tage 
dunkel gehalten worden waren und auch wahrend des Versuchs méglichst 
wenig dem Licht ausgesetzt wurden. Der Blutzucker wurde vor, sowie 
15, 1, 2, 3 und 4 Stunden nach der Zuckerzufuhr bestimmt. Bei den Hell- 
versuchen ist bei einem Tier (Nr. 2) nach 2 Stunden, bei den drei anderen 
Tieren nach 3 Stunden der Anfangswert erreicht. Zu seinen Dunkelversuchen 
gibt Galloro an, daB bei Tier Nr. 3 nach 3 Stunden, bei den anderen Tieren 
nach 4 Stunden der urspriingliche Blutzuckerwert erreicht worden sei; 
wie aber aus seiner Tabelle zu ersehen ist. bewegt sich auch bei Tier 
Nr. 4 schon nach 3 Stunden der Blutzucker innerhalb der normalen 
Schwankungsbreite. Wenn auch die Ergebnisse Galloros bei Sollux- und 
bei Quarzlampenbestrahlung fiir eine Beschleunigung des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels durch den Lichtfaktor sprechen, so kann man doch auf 
Grund der von ihm in seiner Arbeit mitgeteilten Werte von einer Wirkung 
der Dunkelheit im Sinne einer Verlingerung der alimentaren Hyperglykamie 
nicht sprechen. 

Frenkel- Tissot? hat beim gesunden Menschen im Hochgebirge gefunden, 
daB Besonnung im Sinne einer Senkung hoher und des Anstiegs niedriger 
und normaler Blutzuckerwerte wirkt. Pincussen® erzeugte bei Kaninchen 
durch Adrenalin eine Hyperglykamie und hielt das eine Tier in gedimpftem 
Tageslicht, das andere wurde durch eine Kohlenbogenlampe von 1500 NK 
belichtet. Die Kurven verlaufen gleichsinnig, doch ist die Hyperglykamie 
beim belichteten Tiere héher. Rothmann® stellte bei der Mehrzahl von 
50 Lupuskranken nach Belichtung durch Quarzlampen und auch durch 
Sonnenstrahlen fest, daB Blutdruck und Blutzucker fiir mehrere Tage 
gesenkt waren. Gigon® fand, daB Kaninchen, die 3 bis 6 Wochen im Dunkeln 


1 Fol. med. (Napoli) 19, 1387—1397, 1933. — ? Deutsch. Arch. f. 
klin. Med. 133, 286, 1920. — * Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 26, 127, 1922. 
- 4 Ebenda 36, 398, 1923. — ® Klin. Wochenschr. 9, 1947, 1930. Diese 
Werte sind ausfiihrlich von Gigons Schiiler Seidenberg in seiner Inaugural- 
Dissertation (Basel 1929) veréffentlicht. 
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gehalten worden waren, im Durchschnitt etwas niedrigere Blutzuckerwerte 
hatten als normale Tiere. Nach Fiitterung von 30 g Glucose stieg bei seinen 
Dunkeltieren der Blutzucker weniger hoch an als bei Tageslichttieren. 
Pincussen' gibt an, daB der Blutzucker von im Dunkeln gehaltenen Meer- 
schweinchen kaum von dem normaler Tiere abweicht. Nach Injektion von 
Insulin sinkt bei den im Dunklen gehaltenen Tieren der Blutzucker viel 
weniger stark als bei den im Licht gehaltenen. 


Methode. 

Zu unseren Versuchen wurden vier Kaninchen benutzt. Drei Tiere 
(Nr. 10, 11 und 13) waren mannliche Albinos von 3150 bis 3400 g Gewicht; 
das vierte Tier (Nr. 14) war ein graues, kleineres, weibliches Kaninchen, 
es wog 2400 g. Die Tiere wurden in den Monaten, in denen die Versuche 
stattfanden, mit Riiben und Heu ernahrt. Vor Beginn eines Versuchs war 
das betreffende Tier 12 bis 20 Stunden niichtern. Nach friiheren Erfahrungen 
im hiesigen Institut? und nach noch nicht veréffentlichten eigenen Versuchen 
kommt es bei der Sondenfiitterung der Kaninchen infolge der Erregung der 
Tiere fast immer zu einer Blutzuckererhéhung, die in unkontrollierbarer 
Weise die Versuchsergebnisse beeinfluBt. Deshalb wurde bei den vorliegenden 
Versuchen die Zuckerlésung in die Vene injiziert, wodurch zugleich der 
Faktor einer verschieden groBen Resorptionsgeschwindigkeit im Darm als 
Fehlerquelle ausgeschaltet wurde. Bei jedem Versuch wurden 10 ccm einer 
molaren, sterilen Traubenzuckerlésung in eine Randvene des rechten Ohres 
eingespritzt. Das Blut zur Blutzuckerbestimmung wurde einer Vene des 
linken Ohres entnommen. Zur Bestimmung des Blutzuckers diente die von 
Hagedorn-J ensen*® angegebene Methode. Nach Méglichkeit wurden Doppel- 
bestimmungen von jeder Probe gemacht. 

Wahrend der Hellversuche waren die Tiere bei Tage dem diffusen 
Tageslicht heller Stallraéume ausgesetzt. Vor den Dunkelversuchen wurden 
die Tiere verschieden lang in einem vollsténdig verdunkelten Raum ge- 
halten. Kurz vor Versuchsbeginn wurden sie im Dunkeln in einen Kasten 
gesteckt, aus dem nur der Kopf mit den Ohren herausragte. Der Kopf 
wurde mit Tiichern verdeckt, so daB auch wahrend der Zeit der Injek- 
tion und der Blutabnahme die Ohren der Tiere allein dem Licht aus- 
gesetzt waren. Der Versuch selbst ging in einer Dunkelkammer von- 
statten. Ein schwaches elekrisches Licht wurde nur fiir die Zeit der 
Injektion und der Blutabnahmen gebraucht. 


Versuchsergebnisse. 

Bei den nicht vorbehandelten Kaninchen wurde an verschiedenen 
‘Tagen der Blutzuckerwert des niichternen Tieres bestimmt. In Tabelle | 
sind diese Werte mit denen zusammengestellt, die nach verschieden 
langem Dunkelaufenthalt der Tiere erhalten wurden. 

Die ,,Dunkelwerte“’ von Tier Nr. 10 und 11 stimmen fast genau 
mit dem Durchschnitt der ,,Lichtwerte’: iiberein. Die Zahlen von Tier 
Nr. 14 kénnen wegen der wenigen Bestimmungen nicht zu einem Beweis 
verwertet werden. Ein deutlicher Unterschied ist aber auch hier nicht 
nachweisbar. 

' Diese Zeitschr. 239, 290, 1931. — ? Ebenda 205, 349, 1929. — 
3 Ebenda 135, 46—58, 1923. 
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Tabelle I. 


R. W. J. Miiller: 


Vergleich des Blutzuckers von niichternen, im Licht 








gehaltenen Tieren mit dem entsprechenden Wert derselben 
Tiere, nachdem diese verschieden lange Zeit im Dunkeln 
gehalten worden waren. 
Anzahl der Anzahl der 
Bestimmun- nee Hichster Niedrigster Tage, die das me 
Tier gen bei den catia went went Tier im “a 
hell gehal- | ° ‘ Dunkeln ge- 
tenen Tieren mg-9/ mg-/o mg-°/9 haiten wurde mg-9/9 
10 16 105,5 | 180 93 14 102; 104 
11 13 112,8 132 93 21 115; 116 
13 13 106,3 126 100 In d. Versuchszeit gestorben 
14 2 116,8 126 107 29 131; 128 


Die Abb. 1 soll zeigen, wie gleichartig verschiedene Kaninchen auf eine 
Injektion von 10 cem der molaren Glucoselésung reagieren. 
beachtenswert, daB die Versuche an den Tieren Nr. 10, 11 und 13 im April, 
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Abb. 1. Blutzuckerkurven von niichternen 
Kaninchen (belichtet) nach intrayenéser In- 
jektion von 10cem einer mol. Glucoselésung. 
Der Pfeil zeigt die Zeit der Injektion an. 
@ = Tier 10 (Versuch 20; 13. April 1934). 
jm », 18; 11. April 1934). 
X= , 13( 19; 12. April 1934). 
o= 14 ( 43; 19. Noy. 1934). 
bei verschiedenen Untersuchungen 


Schwankungen, die sich bei Einhaltung gleichartiger Versuchsbedin- 
gungen etwa innerhalb der Grenze von 10 bis 15 mg-% halten. 


Es ist hierbei 


der Versuch an Tier Nr. 14 im 


November gemacht wurde und 
weiterhin, daB die Tiere Nr. 10, 
11 und 13 zwischen 3150 bis 3300 g 
wogen und das Tier Nr. 14 nur ein 
Gewicht von 2400 g hatte. 90 bis 
105 Minuten nach der Injektion ist 
der Ausgangswert des Blutzuckers 
immer wieder erreicht. 

Es wurden mehrere Ver- 
suche ausgefiihrt, um die Wir- 
kung der Injektion an sich zu 
untersuchen und um = auszu- 
schlieBen, daB die Héhe des Blut- 
zuckeranstiegs und die Art des 
Abfalls der Kurve von der Kon- 
zentration der Zuckerlésung ab- 
hangig sei. Da alle Versuche 
gleichsinnig verlaufen, fiihre ich 
nur einen in Tabelle II an. Der 
Versuch zeigt deutlich, daB weder 
eine molare NaCl-Lésung, noch 
eine intravendse Injektion von 
10 cem Flissigkeit eine Wirkung 
auf den Blutzucker hat.  An- 
dererseits aber unterliegt nor- 
malerweise der Blutzuckerwert 
beim gleichen Tier spontanen 
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Tabelle Il. Versuch 17; Tier Nr. 10; 3150 g; niichternseit 16 Stunden. 





Zeit Blutzucke: Zeit Blutzucker 





Min. mg-/, Min. mg-°/y 
0 102; 105 70 110; 109 
15 107; 102 75 107; 105 
30 116; 112 90 109; 102 
45 117; 114 105 117; 112 
60 110; 117 120 109; 110 
65 Intravendse Injektion 135 112; 109 
von 10cem mol. NaCl 150 110; 109 


Tabelle II bringt nun den Vergleich der Hell- und Dunkel- 
versuche an den Tieren 10, 11 und 14. 


Tabelle III. Vergleich der Blutzuckerwerte (in mg-%) nach intra- 
venéser Injektion von 10cem einer molaren Glucoselésung bei 
im Hellen und Dunkeln gehaltenen Kaninchen. 








Tier Nr. 10 Tier Nr. 11 Tier Nr. 14 
Gewicht des Tieres 3150 g 3400 g 3150 g 3400 g | 2400 g 2400 g 
Niichtern seit. . . 16 Std. 12 Std. 18 Std. 20 Std. 18 Std. 15 Std. 
Nr. des Versuchs . 20 40 18 41 43 42 
Art des Versuchs . Hell- Dunkel- Hell- Dunkel- || Hell- Dunkel- 
versuch versuch versuch versuch versuch versuch 
Dauer des Dunkel- 


aufenthalts. .. a 14 Tage ~ 21 Tage | _ 29 Tage 


Vor d. Injektion 103; 110/102; 104 | 108; 115 115; 116 | 107; 110| 131; 128 
Nachd. Injektion 


unmittelbar . 292; 288 822; 324 | | 362; 356 | 410; 390) 436; 402 
5Min.. . . . 292; 280 242; 246) 540 | 282; 282 || 340; 344) 366; 360 
10 , .. . . 270; 260 | 244; 244 || 322 | 271; 271 | 302; 313) 340; 338 
15 , . . . . 238; 238 | 229; 229 | 294; 278 | 246; 250 || 298; 298 306; 308 
30 , .. . . | 201; 201 | 193; 193 | 179; 181 | 213; 215 ! 252 | 294 
45, 143; 140 170; 164) 148; 147/ 188; 184 || 188; 188 | 206; 207 
60 , 134; 134 143; 141 | 125; 125) 168; 170) 161; 160) 
75 114; 114 123; 119 | 113; 115 | 143; 145 | 129; 134 140; 142 
90 ° 125; 121 | (129: 129 | 113: 113, 128: 131 
105, 98; 98 109; 109 i 
120 , 104; 105 130; 129 | 112; 107 126; 131 
135 ° 110; 110 | 106 | 


Da die Werte der Lichtversuche bei allen Tieren genau tiberein- 
stimmen und andererseits die Dunkelversuche bei den gleichen Tieren 
kaum andere Werte ergeben, kann man hieraus keine Verlangerung 
der Hyperglykaimie nach Zuckerinjektion bei den im Dunkeln gehaltenen 
Tieren innerhalb unserer Versuchsgrenzen annehmen. Zwar wird bei 
Tier Nr. 11 der Ausgangswert zum Ende des Versuchs nicht wieder 
erreicht; die beiden Werte liegen aber innerhalb der normalen Schwan- 
kungsbreite von 15 mg-% (siehe Tabelle II). 
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Zur besseren Veranschaulichung dient die Abb. 2, in der die 
Versuchswerte des Tieres Nr. 14 im Hell- und Dunkelversuch ein- 


gezeichnet sind. 





T 





Abb. 2. Blutzuckerkurven des 
niichternen Kaninchens Nr. 14 
nach intravenéser Injektion von 
10 cem einer mol. Glucoselésung. 
Der Pfeil zeigt die Zeit der In- 
7 jektion an. 

\ + = Hellversuch (Versuch 43). 

Dunkelversuch (Ver- 


200 5 
such 42). 
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Zusammenfassung. 

1. Es wird gezeigt, daB der Blutzucker von dem Tageslicht aus- 
gesetzten niichternen Kaninchen keinen Unterschied gegeniiber dem 
Blutzucker derselben Tiere zeigt, nachdem diese langere Zeit (2 bis 
3 Wochen) im Dunkeln gehalten wurden. 2. Bei Kaninchen, die 14 bis 
29 Tage im Dunkeln gehalten wurden, sinkt nach intravenéser Injektion 
von 10 cem einer molaren Traubenzuckerlésung der Blutzucker etwa in 
der gleichen Weise und Zeit von dem hohen Werte, den er unmittelbar 
nach der Injektion hat, zur Norm ab, wie bei denselben Tieren, wenn sie 
dem: Tageslicht ausgesetzt sind. 














Zur Frage nach der Vergirbarkeit der Glycerinsiure. 
Von 
Otto v. Schoenebeck. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 16. Dezember 1934.) 


Wahrend es nach neueren Untersuchungen von Neuberg und Kobel (1) 
sowie Meyerhof und Kiessling (2) keinem Zweifel unterliegen kann, dab 
die mit Phosphorsaure veresterte 1-Glycerinséure einer wahren Vergérung 
durch Hefe zuganglich ist, gehen die Angaben iiber die Méglichkeit des 
analogen Abbaues der einfachen Glycerinséure stark auseinander. DaB 
beim Zusammenbringen von Hefe mit Glycerinsdéure und glycerinsauren 
Salzen Kohlendioxyd entwickelt wird, haben zuerst Newberg und Mit- 
arbeiter (3) mitgeteilt, doch muB es nach dem Stande des heutigen 
Wissens zweifelhaft erscheinen, ob die damals beobachtete und nur mit 
aller Reserve auf eine ,,Gérung’ des Substrats bezogene Erscheinung 
nicht auf einer Aktivierung der Selbstgirung beruht, die nach Harden 
und Paine (4) durch viele Substanzen, speziell auch durch glycerinsaure 
Salze, stimuliert wird. Spater hat Lebedew (5) beschrieben, daB d, |- 
Glycerinsdure von Hefe carboxylatisch vergoren werde, und zwar 
gema8 seiner Annahme nach voraufgegangener Umwandlung in Brenz- 
traubenséure, wobei Acetaldehyd und Kohlendioxyd gebildet werden. 
Neuberg und Kerb (6) haben diese Angabe nachgepriift, aber nicht be- 
stitigen kénnen; in Ubereinstimmung mit den letztgenannten waren 
auch Kostytschew und Jegorowa (7) auBerstande, die Resultate Lebedews 
zu bestaitigen. Vor einiger Zeit hat nun letzterer (8), auf seine alten 
Versuche sich beziehend, der freien Glycerinsiéure wiederum eine maB- 
gebliche Rolle als zwangslaufiges Zwischenprodukt bei der alkoholischen 
Zuckerspaltung zuerteilt ; er fiihrt an, daB durch Zugabe von Dinatrium- 
sulfit die intermediér auftretende Brenztraubenséure fixiert werde. 
Es erschien nach den wohlbekannten Feststellungen (9) iiber die Jeichte 
carboxylatische Zerlegbarkeit der Pyruvinat-sulfit-komplexe auffallend, 
da8 die Brenztraubenséure-sulfit-verbindung unter den von Lebedew 
gewahlten Bedingungen nicht vergoren wurde. G1éBere Ausschlage er- 
hielt er, wenn er dem Sulfit noch Wasserstoff-akzeptoren wie Methylen- 
blau oder elementaren Schwefel zusetzte. Es ist nicht ersichtlich, wie 
die Wasserstoffakzeptoren wirken sollen; denn Glycerinat und Pyruvinat 
sind von der gleichen Oxydationsstufe. Beim Ubergang von Glycerin- 
siure in Brenztraubensiure (bzw. Acetaldehyd + CO,) wird wohl 
Wasser abgespalten, es erfolgt aber keine Dehydrierung (10). Der 
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russische Autor hat seine Versuche iiber die Acetaldehyd-bildung aus 
Glycerinsaure mit Trockenhefe, diejenigen tiber eine Ansammlung der 
Vorstufe Brenztraubensdure mit frischer obergariger Hefe ausgefiihrt. 

Angesichts der Beachtung, welche die Frage nach der Vergarbarkeit 
der freien Glycerinsiure durch Hefe verdient, habe ich neue Versuche 
vorgenommen und bei dieser Gelegenheit auch einige der spaiterhin von 
dem erwahnten Forscher bekanntgegebenen Experimente unter Befolgung 
seiner Vorschriften wiederholt. So wenig wie friihere Autoren habe ich 
ein mehr als spurenhaftes Auftreten von Acetaldehyd feststellen kénnen ; 
aus den von den Hefe-Substrat-gemischen abdestillierten Fliissigkeiten 
werden mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin-chlorhydrat Niederschlage er- 
halten, in denen sich nach Reinigung wohl etwas schwerlésliche Acet- 
aldehyd-verbindung vorfindet. Die Ausbeute daran betrug jedoch nur 
0,4°%, berechnet auf die verwendete Quantitaét Glycerinsiure. Man muB 
sich daran erinnern, daB nach Neuberg und Schwenk (11) sich sowohl 
in aufbewahrten Hefen Acetaldehyd vorfindet, als daB Hefen Athyl- 
alkohol einschlieBen (12), der nach Wieland (13) durch H,-Akzeptoren, 
wie Methylenblau, iiber Acetaldehyd dehydriert werden kann. Dab 
mit Sulfit auch bei der Selbstgérung Acetaldehyd abgefangen wird, ist 
erklarlich, weil ja die Selbstgaérung schlieBlich auf einen Abbau der 
zelleigenen Kohlenhydrate herauslauft (14). Man kann sich auch leicht 
davon iiberzeugen, daB die Selbstgarung einer nicht zu glykogenarmen 
Hefe in Gegenwart von Sulfit eine vergréBerte Menge Acetaldehyd 
liefert. Im Einklang mit diesen Feststellungen ist mir der Versuch, 
Brenztraubenséure nachzuweisen, auch nicht in einem einzigen Falle 
gelungen. 

Legt man sich nun die Frage vor, wie die Differenzen zwischen 
meinen Beobachtungen und denen Lebedews zu erklairen sind, so kann 
man weiter auf die Vermutung kommen, da letzterer mit anderen 
Erregern gearbeitet hat und sein Substrat vielleicht nicht einwandfrei 
gewesen ist. Er gab namlich (].c.) an, Glycerinsiure von Kahlbaum 
benutzt zu haben. Diese wird von der Firma als technische Ware 
bezeichnet, sie ist keineswegs ein einheitliches Produkt, sondern ein 
unreiner Sirup. Derselbe enthalt Substanzen, die Fehlingsche Mischung 
sowie Silberlésung reduzieren und mit Phenylhydrazin etwas Osazon 
liefern; dasselbe scheint der sogenannten Oxybrenztraubensaure 
(CH,OH . CO. COOH) zuzugehoéren. Jedenfalls verhielten sich mehrere 
Pioben der kauflichen rohen Séure in dieser Weise. (Auch die nach 
Bornstein aus Glycerin mit Baryt und Quecksilberoxyd bereitete 
Glycerinsaure ist nicht rein; sie wird vom Autor als fast rein bezeichnet 
und das daraus bereitete Ca-salz kristallisiert ebenfalls nicht direkt.) 
Deshalb habe ich fiir meine Versuche ausschlieBlich aus reinem kristalli- 
sierten Barium-d,l-glycerinat frei gemachte Glycerinséure verwendet. 
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Das Bariumsalz habe ich aus der unreinen Saure dargestellt und mich 
von dessen zweifelsfreier Beschaffenheit durch Analysen tiberzeugt. 

Zur Gewinnung des véllig analysenreinen Bariumglycerinats muB 
man das Produkt dreimal umkristallisieren. Ja, die Glycerinséiure von 
Kahlbaum war so unrein, daB daraus bereitetes Bariumsalz nicht direkt 
auskristallisierte ; erst nach Zugabe von Impfkristallen, die ich Herrn 
Professor Neuberg verdanke, war mir die Abscheidung der Verbindung 
in beliebigen Mengen mdglich. 


Experimentelles. 
Gewinnung von kristallisiertem Ba-salz der d, |-Glycerinsdure. 


Der Darstellung wurde eine alte Vorschrift von Socoloff (15) zugrunde 
gelegt, nach der Glycerinséure mit Bariumcarbonat in der Warme neutrali- 
siert wird. Die aus technischer Glycerinséiure bei dieser Behandlung er- 
haltene Fliissigkeit wurde eingeengt; der resultierende Sirup war _ tief 
dunkelbraun gefarbt und roch karamelartig; er wurde daher wieder in Wasser 
gel6st und mit Tierkohle gekocht. Die nunmehr farblose Lésung wurde 
abermals konzentriert; aber erst nach Zugabe von Impfkristallen schied 
sich das Ba-salz der Glycerinséiure aus. Es mu8te noch dreimal aus Wasser 
umkristallisiert werden, bevor die Analysen richtige Werte lieferten. 


Priifung auf Entstehung von Brenztraubensdure bei der Behandlung von 
d, l-Glycerinsdure mit Oberhefe. 


Die zu den Versuchen notwendigen Mengen Glycerinsiure wurden aus 
dem kristallisierten Bariumsalz durch genaue Umsetzung mit H,SO, 
jeweils frisch bereitet. 

Genau nach der Vorschrift von Lebedew wurde fiir jeden der zehn 
Versuche eine Nahrlésung hergestellt, bestehend aus: 300 cem H,O, 0,5 g 
(NH,).SO,, 0,25 g Na,HPO,, je einem kleinen Kristall KCl, CaCl, und 
MgCl,. AuBerdem enthielten alle Ansatze je 12 g frische Oberhefe Sinner. 
Die Versuche 1 und 2 dienten als Kontrolle, die Ansatze 3 bis 10 enthielten 
je 1,64 g d, 1-Glycerinséure. Zu den Ansatzen 5 bis 10 kamen je 10 g Na, SQ). 
Zu den Versuchen 7 und 8 wurden je 5g Schwefelpulver, zu den Versuchen 9 
und 10 je 0,3g Methylenblau gefiigt. Die Zugaben wurden nach zweistiindiger 
Inkubation gemacht. 

Fiir die Nahrlésung sowie die iibrigen Bestandteile der Ansatze 5 bis 10 
war méglichste Sterilitat erstrebt. Die Glycerinsiure war mit Alkali ab- 
gestumptft. 

Bei Durchfiihrung der Versuche war die Wasserstoffionenkonzentration 
zu Beginn bei den Versuchen 1 und 2 pq = 5,0, bei den Versuchen 3 bis 10 
pu = 4,8 bis 4,9, und am Ende py = 5,3 bzw. pu = 4,8 bis 4,9. 

In keinem Falle habe ich eine CO,-Entwicklung beobachtet. Sémtliche 
Versuche wurden dreimal ausgefiihrt. Die Digestionsdauer betrug 40 Stunden 
bei 33°. Die Aufarbeitung geschah nach Vorschrift. 

Zu den schlieBlich erhaltenen klaren Filtraten, die von tiberschiissigem 
Sulfit durch BaCl,-Lésung, von EiweiB durch Trichloressigsiure usw., von 
Methylenblau durch Tierkohle befreit waren, konnte ich mit salzsaurem 
2, 4-Di-nitrophenylhydrazin auch nicht eine Spur des schwerléslichen und 
unverkennbaren Brenztraubensiure-hydrazons abscheiden. 
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Prijung auf Acetaldehyd bei der Behandlung von Glycerinsdure mit 
Trocken-unterhefe. 

Die Garkraft der verwendeten Trockenhefe wurde vorher gegeniiber 
Fruchtzucker und Brenztraubensdure festgestellt. Bei der Durchfiihrung 
von 3 Versuchsreihen wurden die von Lebedew gemachten Angaben beachtet. 
Die Bestimmung des gebildeten Acetaldehyds erfolgte nach dem Abdestil- 
lieren als 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon. Jeder der Ansiétze hatte folgende 
Zusammensetzung : 

275 cem Wasser, 
.55 g d, 1-Glycerinséure, 
50 = g Trockenhefe, 
3 eem Toluol. 


— 
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Jeder Versuch wurde durch einen Leerversuch kontrolliert, der keine 
Glycerinséure enthielt. 

Ein besonderer Ansatz (Nr. 4) war — um reichlichere Substanz- 
mengen zu gewinnen —— folgendermaBen vergréBert: 


2500 cem Wasser, 
12,2 ¢ Glycerinsaure, 
400 g Trockenhefe, 
26 ecm Toluol. 

Bei diesem Versuch 4 wurde zugleich an je 10 cem betragenden Proben 
der Gemische sowohl vom Hauptversuch als vom Leerversuch in der Fink- 
schen Apparatur der Zuwachs an entwickelter Kohlensaéure in Anwesenheit von 
Glycerinséure gemessen; er war unbedeutend im Vergleich mit dem Betrage 
der Selbstgirung. Alle Destillate, die aus Glycerinséure entstandenen 
Acetaldehyd enthalten miiBten, wurden auch mit Nitroprussidnatrium und 
Piperidinlésung gepriift, jedoch fiel diese sehr empfindliche Reaktion von 
Lewin in simtlichen Fallen aéuBerst schwach aus. Nur in diesem GroB- 
versuch wurde so viel Substanz gewonnen, daB eine Umkristallisation méglich 
war. Erhalten wurden 0,108 g Acetaldehyd-2, 4-di-nitrophenylhydrazon 
vom Schmelzpunkt 162° und vom Mischschmelzpunkt 162 bis 164°; aber 
auch diese Ausbeute entsprach lediglich 0,4%%, wenn man sie auf eine wirk- 
liche Glycerinséure-vergarung beziehen wollte. Mit der scharfen Probe auf 
Acetoin (nach Kluyver-van Niel-SchmalfuB (16) waren Spuren dieser Sub- 
stanz zu erkennen. 
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Uber den Einflu6 von Cystin- und Tryptophangaben 
auf den Stoffwechsel 
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(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 
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Bei Untersuchungen itiber den Nahrwert verschiedener Eiweib- 
substanzen, die Kasper (1) im hiesigen Bickelschen Laboratorium an 
weiBen Ratten durchfiihrte, fand sich, daB die Harnquotienten C: N 
und Vacat-O: N ceteris paribus bei Ernahrung mit pflanzlichem Eiweib 
(Linsen-, Erbsen- und Bohnenmehl) im allgemeinen héher liegen, als 
bei Ernahrung mit tierischem EiweiB (EiereiweiB, Casein, Fleisch). 
Kasper fiihtte diese Tatsache auf die verschiedene biologische Wertigkeit 
der pflanzlichen und tierischen Proteine zuriick, basierend auf dem 
unterschiedlichen Gehalt an lebenswichtigen Aminosauren. 

Es lag nun die Frage nahe, ob es méglich sei, das biologisch minder- 
wertige LinsenmehleiweiB durch gleichzeitige Zumischung von Cystin 
bzw. Tryptophan einem hochwertigen tierischen EiweiB ahnlicher zu 
machen, wie es etwa fiir Wachstumsversuche von Hopkins (10), 
Henriques (11), Abderhalden (12) u. a. angegeben war, und zu er- 
reichen, daB die fiir die Ernahrung mit dem biologisch minderwertigen 
EiweiB charakteristische hohe Harnquotientlage einer niedrigeren, die 
einem biologisch hochwertigen Eiweif entsprache, weichen  wiirde. 
Die Frage wurde, wie im folgenden gezeigt wird, im Experiment unter- 
sucht, und zwar wurde in meinen folgenden Versuchen. um das 
Problem einzuengen, zundchst nur geprift, wie sich die Zugaben von 
groBen Cystin- und Tryptophanmengen zum LinseneiweiB auswirken. 


Experimenteller Teil. 

Die Versuche wurden an zehn mannlichen weiBen Ratten ausgefiihrt, 
die vorher schon Kasper zu seinen Versuchen gebraucht hatte. Die Ratten 
wurden in zwei Gruppen zu je fiinf Tieren in zwei Stoffwechselkafigen 
gehalten. Die den Ratten vorgelegte Futtermenge, die Kasper in seinen 
Versuchen als voéllig ausreichend erkannt hatte, geht aus der Tabelle hervor. 
Das Futter, das von den Tieren stets vollstandig aufgefressen wurde, hatte 
fiir zehn Tiere folgende Zusammensetzung: 


Limpopo 6.5 OMS 
Schweineschmalz . eriwiCec eget Ce 
SG aE Geer arene 
NEN gc cn atc gs, an nee oo 1,0 eem 
Leitungswasser. . . ..... . . 500,0 


! Auszug aus einer gleichnamigen Dissertation. Medizinische Fakultat 
Berlin. 
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Tabelle 1. Kafig I. Durchschnittswerte von je 4 bis 5 Tagen 
bei 5 Tieren. 





Versuchs- | Kirper-| Futter- | Harn- : , _Harn- 
tag || gewicht| menge | menge Harn-C | Harn-N Vakat-O) G:N | O:N | O:0€ 
Nr. g g ecm mg Ing mg 


Vorperiode. 

1— 5 | 800,2 | 2394 | 89 | 296,0 | 303,9 | 303,9 | 0,974 | 1,000 1,026 
6—10  809,8 3092 | 107 373,7 | 401,6  380,3 | 0,930 | 0,944 | 1,017 
Cystinperiode: 0,1 g Cystin pro Tag und Tier. 

11—15 =839,8 | 2692 | 94 3163 | 2966 | 388.9 | 1,066 1,311 | 1,229 
16—19 8340 2760 114 3806 3660 431,7 1,039 1,179 1,134 


Zwischenperiode. 

20—24 | 814,0 | 280,8 | 128 3784 | 407,2 | 370,4 | 0,929 | 0,909 | 0,978 
25—28 795,0 | 2790 147 481,383 4929 4108 0,875 | 0,833 | 0,952 
Tryptophanperiode: 0,1 g Tryptophan pro Tag und Tier. 

29—33 | 780,4 | 282,8 | 116 | 401,1 | 400,2 | 468,7 | 1,002 | 1,171 | 1,168 
Tryptophanperiode: 0,2 g Tryptophan pro Tag und Tier. 

34—36 7953 | 280,0 | 138 | 555.4 | 457,2 | 875.5 | 1,214 | 1,915 1,576 
Nachperiode. 


96, 278,5 | 167 | 389,7 | 628,7 589.6 | 0,938 | 0,938 | 0,999 


37—40 || 5 
| 0 | 279,6 88 | 295.9 337,1  349,7 0,877 1,037 1,185 


41—43 | 


@o-l1 


Tabelle II. Kafig Il. Durchschnittswerte von je 4 bis 5 Tagen 
bei 5 Tieren. 














Versuchs-_|| Kérper- | Futter- | Harn- | , | Harn- | 
tag gewicht | menge | menge | Harn-C | Harn-N  vakat-O| C:N | O:N | O:€ 
Nr. g | g | eem | mg mg mg 
Vorperiode. 


1— 5 || 7174  255,6 67 | 287,0 | 2722 | 291,9 | 1,054 | 1,072 | 1,017 
6—10 719.6 3104 84 3105 3835 3254 0,981 | 0,975 | 1,047 
Cystinperiode: 0,1 g Cystin pro Tag und Tier. 

11—15 || 743.8 | 270,0 69 | 286,0 | 268,8 | 398.2 1,064 | 1,440 | 1,392 
16—J9 | 749,2 | 281,2 74 | 361,7 305,8 | 423,9 1,182 | 1,386 1,172 
Zwischenperiode. 

20—24 740,6 | 285.0 | 102 | 371,9 | 380,2 | 395,1 | 0,978 | 1,038 1,062 
25—28 712,7 | 282,5 | 127 457.7 495.1 555.6 | 0,924 1,122 1,213 
Tryptophanperiode: 0,1 g Tryptophan pro Tag und Tier. 

29—33 || 717,8 | 2854 | 100 | 421,2 | 4364 | 4683 | 0,965 | 1,073 | 1,111 
Tryptophanperiode: 0,2 g Tryptophan pro Tag und Tier. 

34—36 || 620,3 | 278,0 96 | 506,8  413,1 | 721,9 1,226 1,747 | 1,424 
Nachperiode. 

37—40 | 620,5 | 289,0 | 123 | 520,7 | 539.4 | 664,7 | 0,965 1,232 1,276 
41—43 | 605.3 2813 76 , 360,0 369,9 3885,9 0,973 1,043 1,071 

In den Versuchstagen Nr. 34—36 starb ein Tier, so da nun noch vier Tiere 
im Versuch waren. 


Das Futter wurde derart zubereitet, da8 das Linsenmehl mit einem 
Teil des Wassers zu einem Brei verriihrt und dann in das restliche, schon 
angewarmte Wasser geschiittet wurde. Dann wurde so lange gekocht, bis 
ein dicker Brei entstanden war (etwa 10 Minuten). Nachdem der Brei 
abgekiihlt war, wurde Schmalz, Citronensaft und Zucker hinzugefiigt. In 
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der Hauptperiode wurde fiir jedes Tier taglich 0,1 g |-Cystin, bzw. 0,1 g 
Tryptophan und in der zweiten Hauptperiode 0,2 g Tryptophan dem 
Futter beigemengt. 

Die fiir den Versuch erforderlichen gréBeren Mengen Cystin und Trypto- 
phan wurden Herrn Prof. Bickel von der Firma La Roche & Cie. in liebens- 
wiirdigster Weise zur Verfiigung gestellt. 

Der in 24 Stunden gesammelte Harn von je fiinf Ratten wurde unter- 
sucht. Diese Gruppenuntersuchung hatte den Zweck, individuelle Schwan - 
kungen nach Modglichkeit auszuschalten und gleichmaBige Resultate zu 
erhalten. Die Untersuchung des Harns erstreckte sich auf die Bestimmung 
von Stickstoff, Kohlenstoff, Vakatsauerstoff und Chlor. 

Der Stickstoff wurde nach der Halbmikromethode von Kjeldahl be- 
stimmt. Zur Kohlenstoffbestimmung wurde die von Osuka (7) veroesserte 
Methode von Nicloux angewandt; die Vakat-O-Bestimmung, d.h. die 
Bestimmung der Menge Sauerstoff, die zur vollstandigen Oxydation der im 
Harn ausgeschiedenen Substanzen erforderlich ist, erfolgte nach der von 
Kanitz (14) beschriebenen Abanderung der Miillerschen Methode. 

In den Tabellen I und II sind der Raumersparnis halber nur die Durch- 
schnittswerte aller einschlagigen Bestimmungen fiir ganze Versuchsperioden 
bzw. aufeinanderfolgende Abschnitte einzelner Perioden angegeben. 

Das Gesamtgewicht von je fiinf Ratten, das zu Anfang des Versuchs 
800 bzw. 710g betragen hatte, stieg in beiden Versuchsreihen wihrend der 
Cystinperiode an, um in den folgenden Perioden wieder zu fallen. Doch 
betrug die Gewichtsschwankung durchschnittlich nicht mehr als 10 g pro 
Tier. Nur bei einem Tier sank aus unbekannten Griinden das Gewicht von 
121 g zu Beginn des Versuchs auf 87 g ab. Dieses Tier starb am vierten Tage 
der Tryptophanperiode. 

Auffallend war, da8 der Harn in der Tryptophanperiode eine reseda- 
griine Farbe hatte. Sie diirfte, worauf mich Herr Professor Neuberg freund- 
lichst aufmerksam machte, auf vermehrtes Indican zuriickzufiihren sein. 
Es ist bekannt, daB bei der Darmfiulnis aus Tryptophan groBe Mengen 
Indoxy! hervorgehen und daB sich die dann im Harn erscheinende Indoxyl- 
schwefelsiure als Indoxylglucuronséiure leicht zu einem kleinen Betrage 
spalten, wobei aus dem Indoxyl Spuren von Indigo entstehen und eine 
Blaugriinfarbe auftritt. 

Im folgenden ist die der Nahrung zugefiihrte und im Harn ausgeschiedene 
Stickstoffmenge zusammengestellt. Auf die Aufstellung einer genauen 
N-Bilanz, zu der die Kotanalyse erforderlich gewesen ware, wird verzichtet. 





Cystin- Zwischen- Tryptophan- Nach- 


Vorperiode periode periode periode periode 


Durchschnittswerte der I. Versuchsreihe in mg. 
N-Gehalt des Futters . . 692,7 750,4 709,0 803,8 697,1 
ps » Harns .. || 352,5 331,4 366,9 428,7 354,3 
Durchschnittswerte der II. Versuchsreihe in mg. 
N-Gehalt des Futters . . || 710,8 754.5 716,5 803,5 715.5 
Harns .. |, 302,9 285,3 352.9 427,7 362.9 


” ” 


Man sieht, daB die N-Menge des Futters, die in der Vor-, Zwischen- 
und Nachperiode etwa gleich bleibt, in den Cystin- und Tryptophanperioden 
wegen der zusatzlichen Gabe dieser Aminoséuren ansteigt. Der Stickstoff- 
gehalt des Harns, der in der ersten Versuchsreihe wahrend der Vor-, Zwischen- 
und Nachperiode etwa die gleichen Werte zeigt, sinkt in der Cystinperiode 
ab und steigt in der Tryptophanperiode an. Der Stickstoffgehalt des Harns 
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in der zweiten Versuchsreihe zeigt wahrend des ganzen Versuchs Tendenz 
zum Ansteigen, fallt aber doch wahrend der Cystinperiode und steigt in 
der Tryptophanperiode verstarkt an. 

Die Harnquotienten C: N und Vakat-O: N steigen in beiden Versuchs- 
reihen nach Darreichung von Cystin und Tryptophan an, um in den Zwischen- 
und Nachperioden wieder abzusinken. Dabei zeigen die Vakat-O : N-Werte 
stets eine erheblich starkere Steigerung als die C: N-Werte. Die Steigerung 
der Quotienten kann entweder durch ein Ansteigen der C- bzw. Vakat-O- 
Werte oder durch Absinken der N-Werte bedingt sein. Die folgende Zu- 
sammenstellung zeigt die Beteiligung der einzelnen Faktoren an dem Zu- 
standekommen der Harnquotientenlage. 


Durchschnittswerte des Harn-C, -N und Vakat-O in mg. 





Zwischen- Tryptophan- 


Vorperiode Cystinperiode periode periode Nachperiode 
I. Versuchsreihe. Durchschnittliche Tageswerte. 
ee eee 335,9 | 348,6 330,2 478,3 354,3 
Vakat-O ... 342,2 410,5 318,7 672,2 371,3 
Nr me Sao ot 352,5 331,4 366,9 428,7 354,3 
II. Versuchsreihe. 
05) 5 tering cess 298,8 | 297,5 | 885,5 453,3 351,5 
Vakat-O . .. 308,7 | 409, | 381,7 570,9 424,1 
‘ee are Cor 802.9 | 2853 | 38529 427,7 362,9 


Man sieht, daB das Ansteigen der C: N-Werte wahrend der Cystin- 
periode bald mehr durch eine vermehrte C-Ausscheidung, bald mehr durch 
Absinken der N-Ausscheidung verursacht wird. Das Ansteigen der C: N- 
Quotienten in der Tryptophanperiode beruht dagegen ausschlieBlich auf 
dem sehr erheblichen Anwachsen der C-Ausscheidung, das so groB ist, daB 
dagegen die gleichzeitig vorhandene Harn-N-Vermehrung nicht viel ins 
Gewicht fallt. 

Das Anwachsen der Vakat-O : N-Werte, das stets gréBer ist als das der 
C: N-Werte, wird im wesentlichen durch die starke Zunahme der Vakat-O- 
Werte in den Cystin- und Tryptophanperioden bedingt. 


Ergebnis. 

Die Versuche zeigen, daB die Zulage von Cystin und Tryptophan 
zu dem biologisch minderwertigen LinseneiweiB bei der bei diesen 
Versuchen gewahlten hohen Dosierung nicht eine Senkung der Harn- 
quotienten zur Folge hatte, wie man hatte erwarten kénnen, sondern 
im Gegenteil die Harnquotienten noch héher ansteigen lieB. Dieses 
Ergebnis der Harnquotientensteigerung durch Aminosduren steht in 
Ubereinstimmung mit Versuchsergebnissen, die schon friiher im Bickel- 
schen Laboratorium erzielt worden waren. Untersuchungen von Bickel 
und Remesow (2), Osuka (3), Kanai (4) und Roehder (5) zeigten, dab 
Zugabe von gewissen Aminosdéuren zu hochwertigem EiweiB, Ernahrung 
mit Kiwei8hydrolysaten und sogar die parenterale Zufuhr gewisser 
Aminosiuren meist ein Ansteigen der Harnquotienten bewirkte, wahrend 
die parenterale Zufuhr von hochwertigem EiweiB den Harnquotienten 
unbeeinfluBt lieB [ Roehder (6)]. 
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Da ich bei meinen Versuchen eine sehr hohe Cystin- und Trypto- 
phandosierung vornahm, mu man sich die Frage vorlegen und diese 
Frage durch besondere Versuche priifen, ob auch eine Cystin- und 
Tryptophandosierung, die dem Cystin- und Tryptophangehalt der 
biologisch hochwertigen EiweiBe entspricht, die also ganz betrachtlich 
unter der in meinen Versuchen gewahlten Dosierung liegt, in derselben 
Weise die Harnquotientlage steigert, oder ob in diesem Falle die Senkung, 
d.h. die Kompensation der durch das minderwertige Linseneiweif 
gesetzten Oxydationsstérung auftritt. Jedenfalls aber steht das fest, 
daB es fiir den Organismus nicht gleichgiiltig ist, ob ihm gewisse isolierte 
Aminosduren oder die im EiweiBmolekiil vereinigten Aminosauren 
zugefiihrt werden. Diese Tatsache steht zweifellos in einem gewissen 
Widerspruch zu der heute herrschenden Lehre, daB die EiweiBkérper 
durchweg im Darm bis zu den Aminosaiuren aufgespalten, als solche. 
resorbiert und in der Hauptsache in oder unmittelbar jenseits der 
Darmwand zu arteigenem Eiweif resynthetisiert werden. 

DaB jedenfalls ein grundsatzlicher Unterschied zwischen zusitz- 
licher Zufuhr von nativem EiweiB und solcher von gewissen Amino- 
siuren besteht, zeigt auch mein vorliegender Versuch eindeutig. Die 
zusdtzliche EiweiBgabe von etwa 600 mg EiweiB-N am achten Versuchstage 
hatte zwar eine Erhéhung der Harn-N-Menge zur Folge, lieB aber die Lage 
der Quotienten véllig unverdndert, wihrend die Zufuhr von 80 mg Amino- 
sdure-N die Harnquotienten sofort erheblich in die Hohe trieb?. 

DaB die Zufuhr von isolierten Aminosduren und Aminoséuren im 
EiweiBmolekiil fiir den K6rper nicht dasselbe bedeutet, war friiher 
schon bekannt fiir den in der katabolischen Phase gestérten Eiweib- 
stoffwechsel, wie er z. B. bei den Cystinurikern vorliegt. Bei einem 
solchen Kranken zeigten Loewy und Neuberg (7), daB er bei Aufnahme 
von Eiweif8 keine Aminoséiuren im Harn vermehrt ausschied, waihrend 
er nach der Aufnahme von Aminoséuren diese zum Teil quantitativ in 
den Harn iibertreten lieB. So wurden von 6,2 g Tyrosin = 5,0 g (77%), 
von 5g Asparaginsiure = 3,4g (68%), von 5g Glykokoll = 1,99g 
(20°%) im Harn wiedergefunden. Auch wenn das vollstandige Gemisch 
von Aminosduren gegeben wurde, das aus EiweiB durch Verdauung mit 
Pankreasfermenten gewonnen war und keine Biuretreaktion mehr 
zeigte, erschien ein Teil der Aminosaduren (Tyrosin, Tryptophan, Glyko- 
koll) wieder im Harn. An normalen Menschen stellten Gottschalk und 
Nonnenbruch und spiter Falkenhausen folgende Beobachtungen an. 
Falkenhausen (8) untersuchte den Blut-Amino-N nach Zufuhr von 
EiweiB und Aminoséuren und fand eine Erhéhung des Blut-Amino-N 
nur nach Gabe gréBerer Mengen Aminosaduren, nicht aber nach einer 
eiweiBreichen Mahlzeit. Ebenfalls fanden Gottschalk und Nonnenbruch (9) 
nach Eiwei$zufuhr keinen deutlichen Anstieg des Blut-Amino-N, wohl 


! Die diesbeziiglichen Analysenzahlen finden sich in meiner Dissertation. 











430 W. Rahmsdorf. 


aber nach Gabe von Aminoséuregemischen, es sei denn, daB die Zufuhr 
der Aminosauren sehr allmahlich vorgenommen wurde. 

Ks ist offensichtlich, daB alle diese Tatsachen und Versuchserge bnisse 
schwerlich mit der Annahme zu vereinigen sind, daB die KiweiBe durch 
die Verdauung bis zu den Aminoséuren abgebaut und in dieser Form 
resorbiert wurden. 

Werfen wir zum SchluB die Frage auf, wie die Wirkung der bei 
meinen Versuchen gewahlten groBen Dosen von Cystin und Tryptophan 
auf den Stoffwechsel zu verstehen ist. Das Ansteigen der Harnquotienten 
in den Hauptperioden bedeutet, daB8 sofort nach Darreichung von 
Cystin und Tryptophan eine Stoffwechsellage des Organismus entsteht, 
bei der Kohlenstoffsubstanzen in sehr schlecht oxydierter Form im 
Harn ausgeschieden werden. Welcher Art diese im Harn erscheinenden 
Substanzen sind, ]4Bt sich nicht sagen. Ein Blick auf die Cystin- und 
Tryptophanmenge, die gegeben wurde, zeigt, daB die im biologisch 
minderwertigen LinseneiweiB nur mangelhaft vertretenen Aminosdéuren 
Cystin und Tryptophan nach der Zulage dieser Séuren in einer Quantitat 
vorhanden waren, die diejenigen in biologisch hochwertigen EiweiBen 
vorhandenen erheblich iibertrifft. Nehmen wir als Beispiel eines hoch- 
wertigen EiweiBes Lactalbumin mit 2,90% Tryptophan und 2,29% 
Cystin, und als biologisch minderwertiges EiweiB Legumin mit 1,35 °%, 
Tryptophan und 0,9 % Cystin, so ergibt sich, daB bei Zufuhr von 700 mg 
EiweiBb-N pro Kafig zu dem Legumin nur etwa 10 mg Cystin bzw. 
Tryptophan hatte zugesetzt zu werden brauchen, um einen gleichen 
Gehalt des Legumins an diesen beiden Aminosauren zu erzielen, wie 
ihn das Lactalbumin besitzt. Statt dessen wurde pro Tag 80 mg bzw. 
160 mg — also die 8- bis 16fache Menge — in der zweiten Tryptophan- 
periode zugelegt. 

Diese Tatsache, zusammen mit der Verschlechterung der Stoff- 
wechsellage und der Ausscheidung eines resedagriinen Farbstoffes 
wahrend der Trvptophanperiode, ]48t daran denken, ob nicht vielleicht 
eine spezifische toxische Wirkung dieser Aminosauren auf den Organismus 
vorliegen kénnte, so daB sich der Organismus durch Entgiftung, die 
sich beim Tryptophan durch den griinen Farbstoff zeigt, dieser fiir ihn 
unbrauchbaren Aminosaiuremengen entledigt. 
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Uber den Einflub 
von Kupferdarreichungen auf den Blutzuckerspiegel. 
Von 
S. Ussolzew. 


(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Januar 1935.) 


So sehr die Unterschiede in den Vergiftungsbildern von Metall 
zu Metall ausgewahlte Angriffspunkte fiir jedes einzelne nachweisen, 
wiederholen sich andererseits in diesen Bildern doch auch mancherlei 
Ziige bei verschiedenen Metallen, insbesondere Schwermetallen. 


Auf dem 45. Kongre8 der Deutschen Gesellschaft fiir innere Medizin 1933 
hat W. Heubner (1) ein Referat iiber die chemischen und biologischen Grund- 
lagen der Bedeutung der Schwermetalle fiir physiologische und pathologische 
Vorgange erstattet, auf das um so eher hier verwiesen werden kann, als es 
sich ja auch bei der vorliegenden Arbeit um die Beeinflussung von Stoff- 
wechselvorgingen durch das Schwermetall Kupfer handelt. Einige Beob- 
achtungen bei entsprechenden Versuchen mit Eisen werden ergiinzend 
angefiigt. 


Zu den Wirkungen auf den organischen Kérperstoffwechsel, die sich 
bei der Zufuhr verschiedener Schwermetalle wiederholen, gehéren vor allem 
auch die Blutzuckerbeeinflussungen. Erhéhungen und Senkungen des 
Blutzuckerspiegels wurden beobachtet. Suganuma (2), Gnoimski (3) und 
Francaviglia (4) beobachteten z. B. Hyperglykamie nach Collargolinjektion. 
Tkachenko (5) fand 1928 bei Kaninchen nach der Gabe von Kobalt-, Nickel-, 
Kupfer- oder Zinksalzen eine Hypoglykamie, wenn er 0,1 mg pro lkg 
K6érpergewicht injizierte; bei der wiederholten Gabe von Kupfer- und 
Zinksalzen sah er dagegen eine Hyperglykamie. Nach der Injektion von 
Gold- oder Eisensalzen trat kein Effekt am Blutzucker auf. Heden (6) 
beobachtete 1926 eine initiale Hypoglykamie nach der Salvarsaninjektion ; 
eine voriibergehende Hyperglykamie folgte aber nach. Van Dyke (7) stellte 
1926 eine Hyperglykamie nach der Zufuhr von Natrium arsenicosum fest. 
Bis zu einem gewissen Grade gehéren auch die Anderungen des Blutzucker- 
spiegels hierher, die durch radioaktive Elemente bewirkt werden 
|.A. Bickel (8)]. Ein nur lockerer Zusammenhang ist vorhanden zwischen 
den hier zur Diskussion stehenden Fragen und der Beeinflussung des Blut- 
zuckers durch Mineralien, die eine besondere Affinitat zum vegetativen 
Nervensystem besitzen, wie Kalium, Calcium und iiberhaupt der sogenannten 
Salzhyperglykamie, die nach der Zufuhr hypertonischer Salzlésungen 
auftritt. 

Die Untersuchung des Einflusses der intravenésen Injektion einer 
anorganischen Kupferverbindung, naémlich des Kupfernitrats, wie im 
Anschlu8 daran einer Eisenverbindung, namlich des Baudischschen Ferri- 
oxyds (Siderac), auf den Blutzuckerspiegel hatte deshalb ein besonderes 
Interesse, weil Wirkungen besonderer Starke auf den organischen Stoff- 
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wechsel, sowohl von seiten dieses Ferrioxyds, wie auch des Kupfernitrats, 
bekannt geworden sind. Wada (9), Bickel (10), Oda und Osuka (11) haben 
Anderungen in der Oxydationslage des Kérpers bald im Sinne einer Senkung, 
bald aber auch im Sinne einer Steigerung der oxydativen Leistungen fest - 
gestellt. Muaschungen von Siderac und Kupfer zeigten diese Stoffwechsei- 
beeinflussung verstarkt, waihrend eine Kristallverbindung von Siderac und 
Kupfer diesen Effekt der Mischung auf die oxydative Stoffwechsellage 
ebenso vermissen lie wie die hyperglobulisierende Wirkung des Kupfers 
beim normalen Kérper [Oda (12)]. 

Da das Siderac im Wasser unléslich ist, wurde eine kolloidale Siderac- 
lésung verwandt. Alle Versuche wurden an Kaninchen angestellt, die 
vorher 24 Stunden gehungert hatten. Das kolloidale Siderac wie das 
Kupfernitrat wurden intravenés injiziert. Die Blutzuckerbestimmung 
wurde nach Hagedorn-Jensen ausgefiihrt. 


Tabelle I. Intravenése Gabe von kolloidalem Siderac = 2 ccm 
Sideraclésung bei Kaninchen, die 24 Stunden gehungert hatten. 
£ o re 





Blutzuckerwerte in °/, 





Baek Korper- || a M der iniizie 
Kaninchen  gewicht |\vor der om | — —_ | vit Sideraclisung pro 1 kg 
‘liektion @erIn- der In- der In-| der In- Korpergewicht 
“ || jektion jektion jektion | jektion 
Nr. g i] a 
1 2800 0,122 | 0,132 | 0,122 | 0,111 0,106 
2 2800 | 0,121 | 0,126 0,110 | 0,101 | 0,094 
3 2200 = =-0,103 | 0,117 | 0,096 | 0,092 0,083 2mg Siderac — 2ccem 
4 2420 0,110 | 0,105 | 0,101 0,090 0,081 Sideraclésung  in- 
5 2410 0,105 0,103 | 0,101 | 0,092 0,076 travends. 
6 2700 | 0,128 | 0,122 | 0,116 | 0,107 | 0,094 
7 2000, 0,103 | 0,099 | 0,094 | 0,089 0,085 


Mittelwerte: 0,113 | 0,115 0,106 0,097 0,088 
Ein Versuch fiel negativ aus, da das Tier offenbar krank war; es starb 
dann einige Tage spiter. 


Tabelle II. Intravenése Gabe von Kupfernitrat, in 5cem H,O 
gelést, bei Kaninchen, die 24 Stunden gehungert hatten. 





Blutzuckerwerte in °/9 





Kaninchen sok 1/, Std.| 1Std. | 2Std. 3 Std. Kupfernitrat intravenis 
nach nach nach nach pro 1 kg Kérpergewicht 


derIn- derIn- | derIn- der In- 


vor der 
In- 


4 : jektion iextion | jektion jektion jektion 

1 2650 0,105 | 0,108 | 0,099 0,096 | 0,085 | 0,0104g Kupfernitrat in 
2 3150 0,114 0,112 | 0,106 0,103 | 0,099 5ccem HO intravenés. 
3 2400 0,124 9,121 | 0,109 0,100 | 0,102 

4 2300 =0,116 | 0,109 | 0,102 0,096 | 0,103 

5 2600 0,126 | 0,122 | 0,112 0,096 | 0,092 | 0,0052 g Kupfernitrat in 
6 2200 | 0,105 | 0,099 | 0,087 0,079 | 0,072 5ecmH,Ointrayenés. 
7 2800 0,131 0,126 | 0,122 0,107 0,101 | 

8 2400 0,117 0,108 0,101 0,094 0,089 


Mittelwerte: | 0,134 | 0,129 | 0,119 0,110 0,106 


Kaninchen Nr. 1 und 2 starben in der Nacht nach dem Versuchstage, 
da die Kupfernitratdosis scheinbar zu hoch war. 
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Aus den in den vorstehenden Tabellen mitgeteilten Versuchen 
ergibt sich, daB nach der intravenésen Injektion von Kupfernitrat, wie 
von kolloidalem Siderac, eine Blutzuckersenkung auftritt, die den 
Eingriff dieser beiden Schwermetallverbindungen in den Kohlen- 
hydratumsatz deutlich illustriert. 
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Erscheinungen nach der Vergiftung mit Monojodessigsiure. 
I. Mitteilung: 
Die Monojodessigsiure und die Bildung der Glykose in mit Phlorrhizin 
behandelten Tieren'. 
Von 
Ugo Lombroso und Gaetano Sarzana. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Palermo.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1934.) 


Es ist das Verdienst von Lundsgaard (1), vor ungefahr 4 Jahren in 
wichtigen Beobachtungen tiber das Verhalten der Zucker im Stoff- 
wechsel arbeitender Muskeln nach Injektion von Monojodessigsiure 
gezeigt zu haben, daB die Glykose nicht mehr gemaB dem Schema von 
Meyerhof in Milchsiure iibergeht, sondern auf einem anderen Wege 
ausgenutzt wird. AuBerdem hat Meyerhof (2) festgestellt, daB die 
kiinstlich dem Muskel zugefiihrte Milchséure nicht zu Glykose synthe- 
tisiert werden kann, wenn dieser mit Monojodessigsaiure vergiftet wurde. 

Auch die vom Athylalkohol ausgehende Zuckersynthese mittels Bierhefe 
ist gehhemmt, wenn die Hefe mit Monojodessigsiure behandelt worden war. 
Doch glaubt Lundsgaard (3), daB Meyerhofs(4) Versuche nicht ausreichen, und 
seine aus ihnen gezogenen Schliisse iiber die Méglichkeit der Synthese der 
Glykose aus Athylalkohol, namlich der niedrige Respirationsquotient 
(um 0,3 bis 0,4), der Sicherheit entbehren. Denn Alkohol ist auch zu niederen 
Sauren, Glykolessigsiure usw., oxydierbar, was zu einem kleineren RQ. 
fiihren wiirde, welcher nun eine Synthese der Glykose vortéuscht, die gar 
nicht vor sich gegangen ist, oder nur in geringerem MaBe als friiher vermutet 
worden ist. Diese Annahme wurde durch direkte Messung der entstandenen 
Zuckermengen bekraftigt, die in jedem Falle viel niedriger als vermutet 
lagen, auch bei normaler Bierhefe. 

Es ist sicher, daB unter den vielen Fragen, welche fiir eine genaue 
Kenntnis des Wirkungsmechanismus der Monojodessigsiure auf- 
geworfen worden sind, von grundlegender Bedeutung jene ist, welche 
das Verhalten der Zuckersynthese behandelt, die ihren Ausgang im 
allgemeinen von verschiedenen Radikalen, die wahrend des Abbaues 
der Proteine entstehen, im besonderen von der Milchséure nimmt. 

Unsere ersten diesbeziiglichen Untersuchungen wurden an lebenden 
Tieren, nicht an isolierten Geweben ausgefiihrt. Dies aber stellte uns 
vor eine recht schwierige Aufgabe. Bei gréBeren Dosen an Monojod- 
essigsiure trat namlich ein so schnelles Aufhéren der Lebensvorgange 
und schlieBlich der Tod ein, daB eine genaue Feststellung, ob die Ab- 
wesenheit jeglicher Prozesse allein der Wirkung der Monojodessigsaiure 
oder dem praagonischen Zustand der Versuchstiere zuzuschreiben war, 


' Boll. Soe. Ital. Biol. sperim. LX, 8, 758, 1934. 
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unmoglich war. Deshalb beschranken wir uns vorlaufig auf die Mit- 
teilung der gefundenen Werte, ohne sie zu deuten. Als Kriterium fiir 
die Zuckerbildung haben wir uns mit Phlorrhizin behandelter, im 
Hungerzustand befindlicher Tiere bedient. Wir beobachteten sie vor 
und nach Injektion von Monojodessigsiure sowohl unter Zufiihrung 
von Milchsdure, wie auch einfach unter Kontrolle der spontan ent- 
stehenden Glykoseausscheidung. Wie man wei, kann man durch wieder- 
holte Phlorrhizininjektionen am Hungertier permanente Diabetes 
erzeugen, bei welcher die ausgeschiedene Glykose durch Synthese aus 
Fettsauren erzeugt wird, die durch Desamidierung der Aminosauren der 
endogenen EiweiBe entstehen. Dies priiften wir durch Bestimmung 
des Verhaltnisses D/N bei gleichzeitiger Ermittlung der Verbrennungs- 
prozesse und des RQ. Wir hielten uns dabei an die Methodik, wie sie 
Lusk und seine Mitarbeiter anwandten, um zu einer Klassifikation der 
aus den verschiedenen Aminosauren entstehenden zuckerbildenden Reste 
zu gelangen, eine Einordnung, die auch durch Versuche mit den Fett- 
siuren (Glykol-, Essig-, Milch-, Apfel-, Brenztraubensiure usw.) kon- 
trolliert wurde, deren Entstehung aus den vorher untersuchten Amino- 
sauren man vermutete. 


Wir benutzten fiir unsere Versuche mit Phlorrhizin behandelte 
Tauben und Hunde (im Hungerzustande). Nach gewissen Zeiten wurde 
die Glykoseausscheidung bestimmt und mit der verglichen, die nach 
Injektion von Monojodessigséure ermittelt worden war. Die Monojod- 
essigsduredosis wurde von Versuch zu Versuch variiert; sie war immer 
ausreichend, um sowohl eine tiefgreifende Stérung der Deambulation 
(auch in den Fallen, in denen das Tier am Leben blieb) zu gewahrleisten, 
als auch wechselnden O,-Verbrauch, wenn das Tier auf tiefe Tem- 
peratur gebracht wurde (siehe die nachfolgende Notiz). 





Tabelle. 
Taube Taube Taube Taube 
Nr.1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 
Gewicht ing. . aia ee 368 375 360 359 
1. Injektion von Phlorrhizin in 1g ei 0,18 0,18 | 0,18 0,18 
Ausgeschiedene Glykose in 6 Std. in ig 0,39 0,44 | 0,58 0,46 
. Injektion von Monojodessigsiure in eg 1,4 140 | 1,5 1,5 


Ausgeschiedene Glykose in 6 Std. in g 0,38 040 | 0.51 0,44 


Diesen Tauben, die vorher 16 Stunden niichtern gehalten worden 
sind, injizierte man vor dem Versuchsanfang 2 Tage lang taglich 0,15 
bis 0,18 g Phlorrhizin, das in Olivenél gelést worden ist, um eine erheb- 
liche Verarmung des Glykogendepots hervorzurufen. Am dritten Tage 
injizierte man 0,18 g Phlorrhizin und bestimmte den Glykosegehalt des 
Fazes, den man in den 6 folgenden Stunden gesammelt hatte. Gleich 
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danach injizierte man Monojodessigséure und bestimmte dann von 
neuem nach 6 Stunden den Glykosegehalt des Fazes. 
Die Tauben wurden wahrend der drei Versuchstage niichtern 
gehalten. 
Methodik der Untersuchungen. 


Die Bestimmung der Glykose wurde nach Lekmann-Maquenne aus- 
gefiihrt. In den Versuchen, die man mit Tauben anstellte, wurden die 
Exkremente vor der Bestimmung der reduzierenden Substanzen zweck- 
maBig gereinigt. Die Reinigung wurde folgendermaBen ausgefiihrt: Die 
gesammelten Exkremente wurden in heiBem Wasser aufgelést; es wurde 
auf 200cem aufgefiillt und wiederholt gut umgeriihrt. Ein bestimmter 
Teil der Fliissigkeit wurde mit einer 5 % igen Lésung von kolloidalem Eisen 
behandelt und nach Fallung mit Natriumcarbonat filtriert. In dem klaren 
Filtrat fiihrte man dann die Bestimmung der Glykose durch. Der erhaltene 
Wert wurde auf die Gesamtmenge Exkremente bezogen. 

Im Urin der Hunde wurde die Bestimmung unmittelbar ausgefiihrt. 

Alle Tauben zeigten nach Injektion von Monojodessigséure in Mengen, 
die in den Protokollen angegeben wurden, bemerkenswerte Stérungen in 
der Muskelaktivitaét und der Deambulation, welche bis zum Tode anhielten, 
der im allgemeinen nach 1 oder wenigen Tagen nach der Injektion eintrat. 


Versuche mit Hunden. 


Hund Nr. 1, Gewicht 4,800 kg. 24 Stunden niichtern. Man injiziert 
2 Tage lang, wahrend deren der Hund immer niichtern blieb, je 0,5 g 
Phlorrhizin taglich. Man sammelt den Urin der letzten 24 Stunden dieser . 
Periode und bestimmt seinen Glykosegehalt. 
Ausgeschiedene Glykose in 24 Stunden 13,00 g. 
Man injiziert 10cem mit Natronlauge neutralisierte Milchséiure und 
0,5 g Phlorrhizin. Nach 3 Stunden sammelt man den Urin und bestimmt 
den Glykosegehalt. 
Ausgeschiedene Glykose in 3 Stunden: 4,0 g. 
Man injiziert 150 mg Monojodessigséiure und sammelt nach 2 Stunden 
den Urin, in dem man dann den Glykosegehalt ermittelt. 
Ausgeschiedene Glykose in 2 Stunden: 2,4 g. 
Man bestimmt den Gesamtwert der in 24 Stunden ausgeschiedenen 
Glykose. Ausgeschiedene Glykose in 24 Stunden: 18,3 g. 
Zu jeder Urinbestimmung wurde das Tier katheterisiert. 
Hund Nr. 2. Gewicht 5,200 kg. 24 Stunden niichtern. Man injiziert 
2 Tage lang, wahrend deren der Hund immer niichtern bleibt, je 0,5 g 
Phlorrhizin taglich. Man sammelt den Urin der letzten 24 Stunden und 
bestimmt seinen Glykosegehalt. 
Ausgeschiedene Glykose in 24 Stunden: 13,50 g. 
# Man injiziert 11 ccm mit Natronlauge neutralisierte Milchsiure. Nach 
1 Stunde injiziert man 0,5 g Phlorrhizin, sammelt den Urin in Ab- 
standen von 1 Stunde getrennt und ermittelt den Glykosegehalt der 
einzelnen Fraktionen. 
Glykoseausscheidung: 


Erste Stunde (25cem Urin), Glykosegehalt . . . . . 1,05 g 


Zweite ,, (25 ,, re § ‘si Sg pos AOR 
Dritte Ss gee Peasy 8 + eerie 


4 
Man injiziert 0,2 g¢ Monojodessigsiure, waihrend man wie oben das 
stiindliche Sammeln des Urins fortsetzt. 
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Glykoseausscheidung: 
Erste Stunde (18 cem Urin), Glykosegehalt . . . . . 0,96¢ 
Zweite , (5 ,, pos fF a ye Oe = Oe 


Zusammenfassung. 


Am interessantesten waren die Beobachtungen, wenn die angewandten 
Dosen Monojodessigsiure das Versuchstier 20 Stunden und mehr am 
Leben lieBen, dann erwiesen sich niamlich die ausgeschiedenen Glykose- 
mengen kaum wesentlich veraindert. Das betreffende Tier hatte in diesem 
Falle keine Milchsaéure zugefiihrt bekommen. Ebenso waren die Resultate, 
wenn das Tier sich durch eine Milchséiuregabe in erhéhter Glykoseaus- 
scheidung befand (natiirlich injizierte man die Monojodessigséiure erst 
dann, wenn ein Teil der Milchséiure in Form von Glykose ausgeschieden 
war). Wenn die Injektion der Monojodessigséiure sehr groB war, so daB 
sie den Tod nach 3 bis 5 Stunden herbeifiihrte, konnte iiber die Méglichkeit 
einer weiteren Synthese der Glykose weder in positivem noch in negativem 
Sinne eine Aussage gemacht werden. So schied z. B. ein Hund, der vor 
der Einfiihrung der Monojodessigséure 0,55 g und danach 1,05 g Glykose 
stiindlich abgab, in der ersten Stunde nach Injektion von Monojodessigsaiure 
noch fast 1 g Glykose (0,95 g) aus, bei bemerkenswerter Verminderung der 
Urinmenge; bereits in den folgenden 4 Stunden erreicht die Urinausscheidung 
kaum 5cem mit 0,22 g Glykose, und zwar wurde diese Menge nur in der 
ersten Viertelstunde abgegeben, in der iibrigen Zeit zeigte das Tier eine 
vollstandige Anurie. 

Man kénnte also erwarten, daB, wenn die Glykoseausscheidung nicht 
durch Injektion von Monojodessigsiure verandert wurde, dies deshalb 
geschah, weil die benutzte Dosis nicht ausreichte. Aber wie schon oben 
bemerkt wurde, und wie noch aus einer folgenden Arbeit zu ersehen sein 
wird, gab sich die Gegenwart der Monojodessigsiure sehr deutlich schon 
aus anderen Erscheinungen zu erkennen. Auf der anderen Seite hatten 
die Versuche Meyerho/s an isolierten Muskeln, die mit Monojodessigsiure 
vergiftet waren, die vollkommene Blockierung jeglicher Synthese aus 
Milchsaéure erwiesen. 

Es ergeben sich daher zwei Méglichkeiten: entweder fiihrt, sofern 
bei Anwesenheit von Monojodessigsiure gewisse Dosen iiberschritten 
werden, kein Gewebe aus Milchséiure Glykose tiber, oder aber geht, 
wenn das Muskelgewebe selbst nicht mehr zur Glykosesynthese befahigt 
ist, in anderen Geweben, mit aller Wahrscheinlichkeit der Leber, doch 
noch eine solche Synthese vonstatten. 

Wir sind bemiiht, mit weiteren Versuchen diese Frage zu losen. 


Literatur. 
1) BE. Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 1 u. 8, 1930. — 2) O. Meyerhof 
u. E. Boyland, ebenda 237, 406, 1931. — 3) E. Lundsgaard, ebenda 250, 


61, 1932. — 4) O. Meyerhof, ebenda 162, 43, 1925. 


1 Diese Urinausscheidung erfolgt nur in der ersten Viertelstunde; 
nachher ist das Tier vollstandig urinlos. Es stirbt nach 2 Stunden. 


Biochemische Zeitschrift Band 276. 99 





Erscheinungen nach der Vergiftung mit Monojodessigsiure. 


II. Mitteilung: 
Sauerstoffverbrauch auf tiefe Temperatur gebrachter, mit Monojodessigsiure 
vergifteter Tiere. 
Von 


Ugo Lombroso und Gaetano Sarzana. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Palermo.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1934.) 


Kine interessante Beobachtung von Lundsgaard (1) zeigt, daB der 
Sauerstoffverbrauch eines mit Monojodessigsiure vergifteten Frosches sich 
nicht von dem eines normalen unterscheidet ; wenn man dagegen Muskeln 
mit einem Induktionsstrom reizt, so ist das Verhalten der beiden Tiere 
deutlich unterschieden. Der Sauerstoffverbrauch eines normalen 
Frosches erhéht sich, wihrend der des vergifteten unverandert bleibt. 
Diese Tatsache laBt folgende Frage aufkommen: Wenn die Monojod- 
essigsdure die Eigenschaft besitzt, die Steigerung der Verbrennungs- 
prozesse bei der Muskelarbeit zu blockieren, wie wird dann ihre Wirkung 
unter anderen Umstinden sein, die ebenfalls den Sauerstoffverbrauch 
erhéhen ? 

Die erste Versuchsserie, die diese Frage behandelte, beschaftigte 
sich mit der Erforschung der eventuellen Veranderungen des erhéhten 
Stoffwechsels bei niedrigen Temperaturen. 

Nach Ansicht einiger Forscher [Cl. Bernard (2), Richet (3) usw.] ist 
die Steigerung der Verbrennungsvorginge, die man an tiefen Temperaturen 
ausgesetzten Tieren beobachtet, durch den erhéhten Muskeltonus und eine 
besondere Muskelarbeit (Zittern) zu erklaren. Nach Ansicht anderer ist 
der erhéhte Stoffwechsel in der Kalte der Hyperadrenalinimie zuzu- 
schreiben, welche den Geweben in erhéhtem MaSfXe Zucker von leichter 
Verbrennungsfihigkeit liefert [Cannon (4), Freund (5) usw.]. 

Wir wollen uns nicht weiter mit den Ursachen befassen, die diese 
Erhéhung der Verbrennungsprozesse in der Kalte hervorrufen, da, wie 
auch immer sie gedeutet werden, es ebenso interessant ist, die Wirkung 
der Intoxikation mit Monojodessigséure bei Stoffwechsel in der Kalte 
kennenzulernen. Nebenbei sei erwahnt, daB wir in allen unseren Ver- 
suchen, in welechen wir immer ansehnliche Mengen Monojodessigsaure 
anwandten, regelmaBig tiefgreifende Stérungen in der Muskelaktivitat 
unserer Versuchstauben feststellen konnten. 


Unsere Versuche wurden an acht Tauben vorgenommen, an denen man 


den Grundstoffwechsel und dann den Gasaustausch bei 4 bis 5° C feststellte, 
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d. h. bei einer Temperatur, bei der gewéhnlich eine Steigerung des Sauerstoff- 
verbrauchs um 70 bis 80°, in einigen Fallen sogar um 100% eintritt. 
Diese Erhéhung ist zwar kleiner als jene, die an einer Albinoratte beob- 
achtet wurde, jedoch immer noch etwas gréBer als jene, die von Kaiser 
fir die Taube angegeben ist, nach welchem sich fiir jeden Grad eine 
Erhéhung um 2% ergebe. 

Nachdem man 1! Stunden lang in Zeitabschnitten von 15 Minuten die 
Konstanz des Sauerstoffverbrauchs kontrolliert hatte, injizierte man Mono- 
jodessigsiure in Dosen, die fiir jedes Versuchstier aus den betreffenden 
Tabellen zu ersehen sind, und setzte dann bei gleicher Temperatur die 
Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs fort. Die Bestimmungen des Gas- 
austausches wurden mit dem Apparat von Lombroso (6) ausgefiihrt. Der 
Sauerstoff wurde alle 15 Minuten volumetrisch bestimmt und am Ende 
jeden Versuchs wurde sein Gesamtverbrauch auf 0° und 760mm Druck 
bezogen und sein Gewicht berechnet. Das Kohlendicxyd wurde mit Kali- 
lauge in den Gorgolatoren absorbiert und nach der Methode von Haldan 
gewonnen und zur Wagung gebracht. 

Die Versuchsresultate sind in den folgenden Tabellen dargestellt, 
in denen der Kiirze wegen nur die in der Kalte ausgefiihrten Versuche 
angegeben werden. 

Zusammenfassung. 

1. Die interessanteste Erscheinung, die man in allen (sechs) durch- 
gefiihrten Versuchen feststellte, war die unmittelbare und starke Ver- 
minderung der Verbrennungsprozesse in der Kalte, und zwar so weit, 
daB man in einigen Fallen die Werte erhielt, die bei thermischer Neutra- 
litét beobachtet worden waren. 

Diese eindeutige Verminderung des Sauerstoffverbrauchs nach 
der Injektion von Monojodessigséure ist nur fiir den Gasaustausch 
in der Kalte  festgestellt worden. Bei thermischer Neutralitat 
wurden keine wesentlichen Differenzen vor und nach der Injektion 
beobachtet. 

2. Wenn man einige Stunden vor der Injektion dem Versuchstier 
Glykose oder Invertzucker verabreicht, so steigt der RQ. bis gegen 1, 
nach der Injektion von Monojodessigsiure dagegen sinkt er auf etwa 
0,75 bis 0,80. 

Diese Resultate fiihrten zu der Vermutung, daB nach der Ver- 
giftung mit Monojodessigsiure die Kohlenhydrate in weit kleinerem 
MaBe verbraucht werden, auch dann, wenn durch niedrige Temperatur 
ihre Verbrennung sich ganz bedeutend steigern miiBte. 

3. Die Kérpertemperatur der normalen Taube, welche wahrend des 
Experiments bei tiefer Temperatur gehalten wurde, wird nicht wahr- 
nehmbar verandert; nur in einigen Fallen hat man eine Erniedrigung 
der Temperatur um 1° feststellen kénnen. Bei den Tauben dagegen, 
die vorher mit Monojodessigséure vergiftet wurden, fallt die Korper- 
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temperatur bestaéndig und stark ab, wenn die Versuchstiere gleichzeitig 
einer extremen Temperatur von 4 bis 5°C  1!/, Stunden lang aus- 
gesetzt wurden. 

Literatur. 

1) E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 8, 1930. 2) Cl. Bernard, 
Legons sur la chaleur animale 8, 147, Paris 1876. — 3) Ch. Richet, C. R. Soe. 
Biol. 4, 896, 1892; Arch. de Physiol. 5, 312—-326, 1893; Article Frisson du 
Dictionnaise de Physiologie 6, 845, Paris, Alean, 1904. — 4) W. B. Cannon, 
Ergebn. d. Phys. 27, 400, 1928; Amer. J. of Physiol. 66, 235, 1923. — 
5) H. Freund u. &. Marchand, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 73, 276, 
1913. — 6) U. Lombroso, Metabolismo gassoso a bassa temperature e systema 
nervoso vegetativo. Athena 1934. 








Erscheinungen nach der Vergiftung mit Monojodessigsiure. 
Ill. Mitteilung: 


Sauerstoffverbrauch und Respirationsquotient mit Monojodessigsiure ver- 
gifteter Tauben nach Injektion von 2, 4-Dinitro-phenol (Thermol)'. 


Von Ugo Lombroso und Gaetano Sarzana. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Palermo.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1954.) 


In der vorangehenden Mitteilung haben wir gezeigt, dah die 
Intoxikation mit Monojodessigsiure mehr oder weniger den erhéhten 
Stoffwechsel bei tiefer Temperatur blockiert, ahnlich, wie es von Lunds- 
gaard (2) fiir den erhéhten Sauerstoffverbrauch in den arbeitenden 
Muskeln berichtet wurde. Der RQ. wird nach Injektion von Monojod- 
essigsiure plétzlich vermindert, auch wenn man vorher vorbeugend 
Kohlenhydrate verabreicht hatte. Ein sehr eindringliches Ergebnis, da 
man erwarten sollte, daB bei tiefer Temperatur der Organismus im 
héchsten MaBe zur Verbrennung der Kohlenhydrate neigen sollte, fiir 
deren Mobilisierung die Hyperglykamie zeugt, welche durch die tiefe 
Temperatur bedingt ist [Quinquand, Lépine (3), Bang (4), Loewitt (5), 
Tullio (6)|. Diese Tatsachen bestatigen den Verdacht, daB die Wirkung 
der Monojodessigséure nicht auf eine einfache Abanderung des normalen 
Abbauprozesses der Kohlenhydrate zuriickzufiihren ist, sondern auf 
einer mehr oder weniger groBen Verminderung der Verwertungsmdéglich- 
keit der Kohlenhydrate beruht. 

Bevor wir an weitere Versuche zur Bestatigung dieser Hypothese 
und zur Erforschung der Bedeutung der Verminderung der Ver- 
brennungsprozesse der Muskelaktion bei niedrigen Temperaturen 
herangingen, dringte sich eine andere Frage vor: LaBt sich die durch 
Vergiftung mit Monojodessigsiure gehemmte Verbrennung der Kohlen- 
hydrate auch unter anderen Bedingungen, die sonst den Kohlenhydrat- 
verbrauch aktivieren, verallgemeinern oder nicht ? 

Um diese Frage zu beantworten, eignet sich im besonderen Mabe 
das Dinitro-phenol, welches in den letzten Jahren wegen seiner hyper- 
metabolischen Wirkung die besondere Aufmerksamkeit der Wissen- 
schaftler auf sich lenkte. Nach Mayer (7) und seinen Mitarbeitern 
kann in einem Hunde der Sauerstoffverbrauch verzehnfacht werden: 
unter diesen Bedingungen werden vor allem die Kohlenhydrate aus- 
genutzt. In Tauben kann man eine Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs 
bis zum Vierfachen und mehr des Grundstoffwechsels erzielen, der 
anfangs von den Kohlenhydraten getragen wird, spaiter dann aber auch 
von den Lipoiden, was durch das Abfallen des RQ. angezeigt wird 
{Zummo (8)]. 


' Boll. Soc. Ital. Biol. Sperim. 9, 9, 803, 1934. 
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Man glaubt, daB die Wirkung des Dinitrophenols in der direkten 
Steigerung der Verbrennungsvorginge in der Zelle besteht, und neuerdings 
haben Heymans und Casier (9) mit einem ahnlichen Stoff versucht, 
eine exaktere Darstellung der Vorginge zu geben, indem sie seine 
Wirkung der Eigenschaft, Oxydoreduktionsprozesse hervorzurufen, 
zuschrieben. Man muB aber gegen die Hypothese, daB die Wirkung 
des Dinitrophenols voéllig unabhangig von dem vegetativen Nerven- 
system ist, einige Zweifel aussprechen. Zummo und Pagano (10) haben 
z. B. beobachtet, daB Injektionen von Ergotamin (Gynergen) in gréBeren 
Dosen bei Ratten die hypermetabolische Wirkung des Dinitrophenols 
fiir eine kurze Zeit blockieren, so daB die Tiere, auch wenn die Dosen 
die tédliche Gabe iiberschreiten, noch am Leben bleiben kénnen. Es 
ist daher sehr wahrscheinlich, daB man die Wirkung des Dinitrophenols 
nicht so einfach darstellen kann, wie es zum Teil getan worden ist. Es 
gelang uns, wie im folgenden gezeigt wird, das Verhalten des Gas- 
austausches in den mit Monojodessigsiure vergifteten Tieren nach 
Injektion von Dinitrophenol zu untersuchen. 

Unsere Versuche wurden an sieben Tauben durchgefiihrt, von 
welchen vier vorher etwa 16 bis 20 Stunden niichtern gehalten wurden. 
Bei drei von diesen Versuchstieren wollten wir auch die Anderungen 
des RQ. nach Vergiftung mit Monojodessigsiure und nach Verab- 
reichung von Glykose verfolgen. Wir wandten fiir diese Bestimmungen 
des RQ. ein Verfahren an, das in unserem Laboratorium ausgearbeitet 
wurde (11) und welches es uns erméglicht, den Sauerstoffverbrauch 
von Minute zu Minute zu registrieren. Die Tiere wurden wahrend der 
Versuche bei 28° gehalten. 

Wir bringen im folgenden die erhaltenen Werte. 


Erster Versuch (am niichternen Tier). 
Taube Nr. 1. Gewicht 320g, 12mg Monojodessigsiure injiziert, 
| Stunde spater 4 mg 2, 4-Dinitrophenol : 











Oo-Verbrauch O»-Verbrauch O»-Verbrauch Oo-Verbrauch 
alle 15 Min. nach alle 15 Min. nach alle 15 Min. nach alle 15 Min. nach 
der Injektion von der Injektion von der Injektion von der Injektion von 
Monojodessigsiure 2, 4-Dinitrophenol Monojodessigsiure 2, 4-Dinitrophenol 

in ecm in ecm in cem in eem 
90 320 109 Tot 
80 100 
Taube Nr. 2. Gewicht 255g, 12mg Monojodessigsiure injiziert, 
I Stunde spater 2 mg 2, 4-Dinitrophenol: 

O»-Verbrauch O»-Verbrauch O»-Verbrauch O.-Verbrauch 
alle 15 Min. nach alle 15 Min. nach alle 15 Min. nach alle 15 Min. nach 
der Injektion von der Injektion von der Injektion von der Injektion von 
Monojodessigsdure 2, 4-Dinitrophenol Monojodessigsaure 2, 4-Dinitrophenol 

in cem in eem in cem in ecm 
90) 160 80 250 
90 190 90 Tot 
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Taube Nr. 3. 


U. Lombroso u. G. Sarzana: 


Gewicht 260g, 





12mg Monojodessigsiure injiziert, 
1 Stunde spater 2 mg 2, 4-Dinitrophenol: 





alle 15 Min. nach 

der Injektion von 

Monojodessigsiure 
in ecm 


| 
O»-Verbrauch | 





Taube Nr. 4. 


O2-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der zweiten 

rk sae von 
2, 4-Dinitrophenol 
in cem 


70 
80 
110 


Gewicht 315g, 





Og-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der Injektion von 
Monojodessigsiure 

in ccm 


90 


O»-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der zweiten 
Injektion von 
2, 4-Dinitrophenol 
in ccm 


130 


150 
Tot 


14mg Monojodessigséure injiziert, 
| Stunde spaiter 3 mg 2, 4-Dinitrophenol: 





O-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der Injektion von 
Monojodessigséure 

in ecm 


90 
100 


Oo-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der Injektion von 
2, 4-Dinitrophenol 

in ecm 


270 
40 (in 3 Min.) 





O»-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der Injektion von 
Monojodessigsiure 

in eem 


90 


Zweiter Versuch. 


O»o-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der Injektion von 
2, 4-Dinitrophenol 

in ecm 


Tot 


Zur Verabreichung der Glykose, etwa 11 Stunden vor Versuchsbeginn, 
fiihrte man mit einer Sonde eine 4g Glykose enthaltende Lésung ein. 
Nach einer ersten Injektion von 1,4 mg Monojodessigséiure begann man mit 
der Bestimmung des Gasaustausches. Nach 1 Stunde injizierte man dann 
2mg 2, 4-Dinitrophenol (Thermol) und ermittelte nun zum zweiten Male 


den Gasaustausch. 


Taube Nr. 5. 


Gewicht 295 g. 





O2-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der ersten 
Injektion von 
Monojodessigsiure 
in cem 


Taube Nr. 6. 


O»-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der zweiten 
Injektion von 
2, 4-Dinitrophenol 
in cem 


90 
260 
280 

RQ. 0,83 


Gewicht 430 g. 





O»-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der ersten 
Injektion von 


Monojodessigsaéure 


in eem 


100 


RQ. 0,78 


O»-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der zweiten 
Injektion von 
2, 4-Dinitrophenol 
in ccm 


210 (in 10 Min.) 
Tot 


RQ. 0,83 








O»-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der ersten 
Injektion von 
Monojodessigsiure 
in cem 


90 

100 

90 
RQ. 0,83 


O»-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der zweiten 
Injektion von 
2, 4-Dinitrophenol 
in ecm 


210 

210 

220 
RQ. 0,89 





O2-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der ersten 
Injektion von 


Monojodessigsiure 


in ccm 


90 


RQ. 0,83 


O2-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der zweiten 

Injektion von 
2, 4-Dinitrophenol 
in ecm 
200 
140 (in 9 Min.) 
Tot 


RQ. 0,89 
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Vergiftung mit Monojodessigsiure. ILI. 


Taube Nr. 7. 


Gewicht 335 g. 


445 





Oo-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der Injektion von 
Monojodessigsaure 

in cem 


90 

80 

70 
RQ. 0,75 


Oo-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der zweiten 
Injektion von 
2, 4-Dinitrophenol 
in eem 


200 

270 

330 
RQ. 0,82 





Oo-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der Injektion von 
Monojodessigséure 

in ccm 


8&0 


RQ. 0,75 


Oo-Verbrauch 
alle 15 Min. nach 
der zweiten 
Injektion von 
2, 4-Dinitrophenol 
in ccm 


280 (in 12 Min.) 


Tot 


RQ. 0,82 


Zusammenfassung. 

1. 2,4-Dinitrophenol erhalt eine gréBere Giftwirkung fiir die 
Versuchstiere, die vorher mit Monojodessigséure vergiftet worden sind. 
Der Tod erfolgt sehr bald nach der Injektion des Dinitrophenols, und 
zwar auch nach Dosen, die von einem normalen Tier gut ertragen werden. 
Deshalb haben wir uns auf kleinere Gaben beschrankt, die niedriger 
waren als jene, die von anderen Autoren als normale benutzt wurden 
[Zummo (8)]. Trotzdem iibten sie in eindeutigster Weise ihre Wirkung 
auf die Verbrennungsprozesse im Organismus aus. 

2. Der Sauerstoffverbrauch mit Monojodessigsiure vergifteter 
Tauben wird gleichfalls erhéht und vielleicht sogar mehr als fiir gleiche 
Gaben bei normalen Tieren. 

3. Der RQ. erfahrt eine geringe Steigerung, wenn man den Versuchs- 
tieren Glykose verabreicht, ohne jedoch im allgemeinen einen Wert 
von 0,85 zu erreichen (nur in einem einzigen Falle war er 0,89). Aus 
diesen Daten kann man eine kleine Zunahme des Kohlenhydratabbaues 
nach Injektion von Dinitrophenol bei den mit Monojodessigsaure ver- 
gifteten Tieren ersehen. Doch, wenn auch diese Kohlenhydrate dann 
besser verwertet werden, so doch sicherlich nicht in demselben MaBe 
wie bei normalen Tieren, bei welchen nach Verabreichung der gleichen 
Glykosemenge Dinitrophenolinjektion den RQ. bis gegen 1 ansteigen 
laBt. 
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Zur biochemischen Herkunft von Citronen- und Oxalsaure. 
IV. Mitteilung: 


Die reduzierenden Mycelsubstanzen und ihre Teilnahme an der 
Citronensiurebildung. 


Von WI. S. Butkewitseh, E. W. Menzschinskaja und E. I. Trofimowa. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Forschungsinstituts der Lebens- 
mittelchemie in Moskau.) 


(Eingegangen am 30. Januar 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Unsere friiheren Versuche! legten den Gedanken nahe, daB sich 
die Bildung von Citronensiure durch die Pilzdecken auf den Acetat- 
lésungen auf Kosten der reduzierenden Mycelsubstanzen vollzieht. 
Die in der vorliegenden Mitteilung dargelegten Ergebnisse zeigen, dab 
diese schon am Anfang des Versuchs aus den Pilzdecken in die Acetat- 
lésung iibergehenden Substanzen hauptsachlich aus zwei Zuckerarten 
zu bestehen scheinen, und zwar aus Glucose und Lavulose. Daneben 
wurden auch in gewissen Fallen kleine Mengen von Verbindungen 
nachgewiesen, aus denen reduzierende Substanzen erst nach dem 
Kochen mit 2° iger Salzsiure entstanden. 

Durch diese neuerlich durchgefiihrten Versuche werden unsere 
friiheren Befunde hinsichtlich der Parallelitét zwischen dem Verbrauch 
der reduzierenden Substanzen durch die Pilzdecken und der Anhaéufung 
von Citronenséure in den Acetatlésungen  bestatigt. Eine  solche 
Parallelitat 1aBt sich aus den Ergebnissen der weiter unten folgenden 
Versuchsreihe sehr gut ersehen. Die Versuche wurden im wesentlichen 
ebenso wie friiher? angestellt. 

Versuchsreihe 1. Stamm IVn, Temperatur 30/27°*. Deckenalter 
3 Tage. Die zum Versuch gebrauchten Pilzdecken wurden auf der Nahr- 
lésung mit 20° Zucker und mit dem halben Gehalt an Nihrsalzen® ge- 
ziichtet. Volumina der Nahrlésungen je 75 cem, die der Versuchslésungen 
je 100 ccm. Die letzteren enthielten nur Na-Acetat in einer Konzentration, 
die 2,5%iger Essigsiure entsprach 4. 

Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen I und Ia zusammen- 
gefaBt, aus denen auch die Versuchsanordnung ersichtlich ist. 

' Butkewitsch, Menzschinskaja u. Trofimowa, diese Zeitschr. 272, 364, 
1934. — * Vgl. unsere I. Mitteilung, diese Zeitschr. 272, 290, 1934. — 
* Die hier und weiter unten angegebenen Temperaturbezeichnungen a/b 
bedeuten: a = Temperatur bei der Ziichtung der Decken, 6 = Temperatur 
bei den Versuchen mit den geziichteten Decken. — * Uber den iiblichen 
Gehalt der Nahrlésung an Salzen vgl. unsere I. Mitteilung, diese Zeitschr. 
272, 290 (294), 1934. — #4 Die Acetatlésungen derselben Konzentration 
wurden auch in den weiter unten folgenden Versuchen gebraucht. 
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Tabelle I. Stamm IV n. 





Versuchsdauer in Tagen: 1 3 4 
Citronensaure . oe Spur oo ++ 
Oxalsature ..... : 0 +4 ++ 
Reduktion von (uO... ++ + Spur 


Tabelle Ia. Stamm IV n. 





Reduzierende Substanzen 
Citronen- nach Ost-Nijn als | Essig-  Aziditit Decken- 


Versuchsdauer nach Bertrand 





siure* als Glucose Fructose berechnet siure (Reaktion) gewicht 
berechnet pis eT ee 
g °/5 vom Ge- 
Tage g g samtzucker g g 
1 0,043 0,220 0,142 64 2,35 sauer 0,99 
3 0,157 0,075 0.057 76 1,64 m 1,10 
4 0,178 0.021 0,014 66 1,10 . 0,98 


Urspriingliche 
Decke . . . 0,083 0,235 0,160 68 _ - 1.50 
* C3 Hy (OH) (COOH)s. 


Die abgegossenen Versuchslésungen gaben mit Resorcin deutlich 
Seliwanoffs Reaktion auf Fructose, die dann mit Ost-Nijnscher Lésung! 
quantitativ bestimmt wurde. Aus denselben Versuchslésungen gelang 
es auch ohne Schwierigkeit, nach dem iiblichen Verfahren mit Pheny]- 
hydrazin das Osazon abzuscheiden, das nach dem mikroskopischen 
Aussehen der Kristalle und nach dem Schmelzpunkt als Glucosazon 
identifiziert werden konnte. Aus Pyridinlésung umkristallisiert, zeigte 
das Osazon den Fp. gegen 205°, d. h. den des Glucosazons. Die redu- 
zierenden Mycelsubstanzen enthielten also hauptsachlich Glucose und 
Lavulose. Ob darin noch andere Verbindungen vorhanden sind, miissen 
weitere Untersuchungen zeigen. 

Einstweilen kénnen wir nur darauf hinweisen, daB sich eine schwache 
Farbreaktion auf Glucuronsaiure nach Neuberg? (mittels Naphthoresorcin 
mit Benzol und Chloroform) mit den aus Pilzdecken extrahierten redu- 
azierenden Substanzen in einem Falle nachweisen lie}. Bekanntlich wurde 
diese Saure in der Kultur von Asperg. niger emmal von Palladin und Lert- 
schenko® nachgewiesen. Diese Befunde kénnen jedoch noch nicht als ein- 
deutig gelten, weshalb die betreffende Frage noch weiterer Untersuchung 
bedarf. 

Die Ergebnisse der Versuchsreihe 1 sind auf Abb. 1 graphisch dar- 
gestellt. In dieser Darstellung tritt das Verhaltnis der reduzierenden 
Mycelsubstanzen zur Bildung und Anhaufung von Citronensiéure 
deutlich hervor. 


1 Kleins Handb. d. Pflanzenanalyse 2, Teil 1, 834, 1932. —- *? Newberg 
u. Kobel, diese Zeitschr. 248, 435, 1931. - 3 Palladin u. Levtschenko, 


Ber. d. Russ. Akad. d. Wiss. 1916, S. 1021 und 1267. 
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Von den Ergebnissen der soeben angefiihrten wie auch von friiheren! 
Versuchen ausgehend, kann man annehmen, daB die Pilzdecken bei der 
Citronenséiurebildung auf Acetatlésungen diejenigen Zucker verbrauchen, 
die aus den Mycelzellen in die Lésung tibergegangen sind. Um die Richtig- 
keit dieser Deutung nachzupriifen, wurden weitere Versuche unter- 
nommen. Dabei wandten wir Decken von Asperg. niger an, die keine 
reduzierenden Substanzen enthielten 
und dementsprechend auch nicht die 
Fihigkeit besaBen, Citronensdure auf 
den Acetatlésungen zu bilden und 
anzuhaufen. Durch die Versuche mit 
solchen Decken stellten wir fest, daB 
MN sie das betreffende Vermégen erhalten, 





\ 











| 1 wenn Zucker in geringen Mengen den 
0 4 é 3 4 Acetatlésungen zugesetzt wird, d. h. 
Tage , : 
unter den Bedingungen, die auch nach 
Abb. 1. 


de Ausscheiden der Zuckerarte 

O——C© Reduzierende Substanzen als - Au ch iden der Zuckerarten 
Glucose berechnet. durch die Pilzdecken selbst auf den 

x Ci siiure. i 

plies ersniace aa Acetatlésungen vorhanden sind. 





Versuchsrethe 2. Stamm Ia. Temperatur 30/25°. Dreitagige Decken 
auf der Nahrlésung mit 5°, Zucker und dem iiblichen Gehalt an Nahrsalzen 
geziichtet. Volumina der Nahrlésungen je 75 cem, die der Versuchslésungen 
je 100cem. Die Versuchsanordnung und die Ergebnisse finden sich in 
Tabelle IT. 

Aus den angefiihrten Ergebnissen ersieht man, daB keine Anhaufung 
von Citronensiure in den Acetatlésungen mit solchen Decken statt- 
findet, die auf Nahrlésungen mit niedrigem Gehalt an Zucker geziichtet 
sind und keine oder fast keine reduzierenden Substanzen enthalten. 
Aus der verbrauchten Essigsdure bildet sich dann nur Oxalsaure. 


Die Abwesenheit von Citronenséure wurde gleichfalls in den Ver- 
suchen mit schwachen Zuckerlésungen (0,25 bis 1°) festgestellt, auf 
denen sich die Anhaufung dieser Saure iiberhaupt nie beobachten laBt. 
Wurde den Zuckerlésungen Acetat zugesetzt, so konnte eine Citronen- 
siureanhaufung in allen Fallen, sogar auf 0,25%iger Zuckerlésung, 
nachgewiesen werden. Die Saure bildete sich dabei offenbar aus dem 
Zucker, da ihre Anhaufung in gewissem Mabe den zugesetzten und 
durch die Decken verbrauchten Zuckermengen entsprach. Die durch 
Acetat bewirkte Anhaufung der Citronenséiure wird an die Schutz- 
wirkung dieses Salzes gekniipft, die bereits in friiheren Versuchen von 
uns festgestellt wurde. Aus der soeben besprochenen Versuchsreihe 
geht mit gewisser Wahrscheinlichkeit hervor, daB Citronensiure auch 


1 Vgl. unsere IT. Mitteilung, diese Zeitschr. 272, 364, 1934. 
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Tabelle Il. Stamm la. 





Vv hslisung “aes Citronen- Zucker +| Oxal-  Essig- Berl Decken- 
ee a daaer | eave’ ~ "| siure§! siiure = 10 Lange #@Wwicht 
Tage g - Ee g eem g 

7 ve 2 0 — 0,392 1,664 alkalisch 0,83 

AP ngs we | 3 0 — |0,724 1210  , 0,72 
(3,47 g Eongeiore) || 5 0 — | 1395\0382 ° 0,68 
ee { 2 0,090 0,035 | 0,854 1,625 . 0,88 
4025e Zucker). 2 9110 Spur | 0,668 1,122 : 0,88 
25g Zucker || 5 | 0,088 | Spur | 1,840/0,305| ” 0.81 
on | 2 0,149 0,123 | 0,430 1,449 re 0,91 

4. 0,50 ¢ Zucke 3 0,177 (0,049 | 0,754 0,973 " 0,84 
50g Zucker =|! § | 0171 | Spur | 1372\ 0,128; ~ 0.80 

Ng aero 2 0,177 | 0,417 | 0,283 1,720 ms 0,95 
4.1.00 ¢ Zucker 3 0,185 0,295 0,510 1,363 ‘ 0,92 
ie 5 0,272 0,130 | 1,040 0,573 st 0,80 

| 2 0 0,040 0,045 — 1,] 1,03 

0,25 g Zucker 3 0 Spur | 0,058 — 1,4 0,95 

| 5 0 Spur | 0,062 — 1,5 0,90 

| 2 0 0,154 0,067. — 1,7 1,07 

0,50 g Zucker 3 0 0,058 0,099 — 2.2 1,10 

| 5 0 | Spur 0104 — 24 0,98 

| 2 0 0,368 0,169 — 3,5 1,34 

1,00 g Zucker 3 0 0,186 | 0,200 — 4.5 1,30 

l| 5 0 | 0,061 |0288' — | 5A | 1,10 

; 3 1,481 7,480 | 0,206) — 29,8 1,28 

10g Zucker = | 5597 5082 10528 — 526 1199 
Urspriingliche Decke — 0 Spur | — oa _ 1,13 
* C3; Hy(OH)(COOH);. — + In diesem Versuch wurde Zucker iiberall nach Inversion 

mit 2°/oiger Salzsiure wihrend 5 Min. bei 68 bis 70° bestimmt. — § (COOH). 


ohne Acetat bei der Zuckerumwandlung durch den Pilz gebildet wird: 
die Saure scheint aber dabei ohne Acetatschutz bald weiter oxydiert 
bzw. verbraucht zu werden. 

Die Bedeutung von Acetat fiir die Aufbewahrung der Citronen- 
siure in schwachen Zuckerlésungen JaBt sich aus der weiter unten 
folgenden Versuchsreihe mit dem Stamm IVn gut ersehen. Dieser 
Stamm zeichnete sich durch staérkeren Verbrauch der Essigséure aus. 
In den Versuchslésungen verschwand diese Saéure schon am dritten bis 
fiinften Tage vollstaéndig, und gleichzeitig damit verschwand auch die 
Citronensaure, die sich vorher in Gegenwart von Acetat angehauft hatte. 

Versuchsreihe 3. Stamm IVn. Temperatur 30/25°. Deckenalter 
3 Tage. Nahrlésung (je 75 cem) mit 10% Zucker und iiblichem Gehalt an 
Nahrsalzen. In dieser Versuchsreihe wurden Gemische von Glucose und 
Lavulose in gleichen Mengen (d.h. Invertzucker) den Acetatlésungen 
zugesetzt. Die Versuchsanordnung und die Ergebnisse finden sich in Ta- 


belle III. 
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Tabelle III. Stamm I[Vn. 





Ver- Aziditit 


ane eee suchs- Citronen- Zueker Oxal-  Essig- | , . Decken- 

a p moms siure * auahes siure ** siure mg A Gone gewicht 
Tage g g g g ecm g 

pope 2 Spur | Spur (1,105 | 1,015 | Sauer 1,63 

PE yy or cli | 3 0 » | 1,954) 0 15 1,64 

00 g Essiged li 6 0 ” 11940 0 20 1.50 

ae ee | 2 0,083 | 0,055 | 1,051 1,060 Sauer 1,86 

40 Bo i satin sires 3 0,096 0,030 | 1,712 0,278 a 1,85 

Pe invertsocer {| 5 0 | Spur | 2,220 ’0 68 | 1.62 

Se Oerne 2 0,133 © 0,294 | 1,125 1,188 Sauer 1,74 

i tithe Seieibcealibg 8 0164 | 0,198 | 1,560 0630, 1/87 

Og Invertzucker | 5 0 0,030 2500 ‘0 12.1 1.87 

2 0,951 _ 0,115 —- 18,5 2,44 

10g Zucker 1,056 _ 0,157 — 22,1 2,73 

| 5 1425 | 497 0280 — | 292 298 

Urspriingliche Decke — 0 00157, — -- -- 1,95 

* ©; H4y(OH)(COOH)3. — ** (COOH)g. — + In diesem Falle wurden reduzierende Sub- 


stanzen im Mycelwasserextrakt auch nach dreistiindigem Kochen mit 2°/ iger Salzsiure be- 
stimmt. Auf Glucose berechnet ergab sich dabei 0,064 g fiir Decke. 


Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind im allgemeinen denen der 
vorhergehenden analog. Es wurde auch hier die Anhéufung von Citronen- 
siure in den Versuchslésungen mit geringen Zuckermengen nur in 
Gegenwart vom Acetat beobachtet. Nach dem Verbrauch der Essig- 
siure verschwindet auch die Citronensaure. 

Stellt man die Versuchsergebnisse fiir die Stémme Ia und IV n 
zusammen, so ist zu beachten, daB die Reaktion der Acetatlésung bei 
dem ersteren alkalisch und bei dem letzteren sauer ist. Es scheint dies 
vom Vermégen der Stéimme abhingig zu sein, die aus Essigsdure ge- 
bildete Oxalsiure weiter zu zerstéren. In dieser Hinsicht nahert sich 
das Verhalten des Stammes I a dem der Penicillium-Arten, die bekannt- 
lich geneigt sind, den Lésungen von Salzen organischer Sauren alkalische 
Reaktion zu erteilen. 

Schlubfolgerungen. 

Die an der Citronensiurebildung in den Acetatlésungen_ teil- 
nehmenden reduzierenden Substanzen der Pilzdecken bestehen haupt- 
sichlich aus Zuckerarten (Glucose, Lavulose). 

Unsere neuerlichen Versuche bestatigen die friiheren Ergebnisse, dab 
gerade die reduzierenden Mycelsubstanzen eine Quelle zur Bildung 
und Anhéufung von Citronenséure auf Acetatlésungen darstellen. 


Die Pilzdecken, die keine reduzierenden Substanzen enthalten und 
dementsprechend kein Vermégen zur Anhaéufung von Citronensiure auf 
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Acetatlésungen besitzen, erhalten dieses Vermégen, wenn geringe 
Mengen Zucker der Acetatlésung zugesetzt sind. 

Die Anhaufung von Citronenséure in schwachen Zuckerlésungen 
findet nur in Gegenwart von Acetat statt, wobei es sich hier nur um eine 
Schutzwirkung des Acetats auf die Citronensaure handelt. 


Anhang. 


Zur Frage der Sdurebildung aus M ycelsubstanzen. 
Von WI.S. Butkewitsch. 

Unsere Versuche sprechen dafiir, daB die Citronensiure auf Acetat- 
lésungen aus reduzierenden Mycclsubstanzen (Zuckerarten) entsteht, 
die schon am Anfang des Versuchs in Lésung gehen. Nach dieser Vor- 
stellung haben die Restdecken keine direkte Beziehung auf die Saure- 
bildung, und ihre Gewichte kénnen daher unverandert bleiben, da sich 
die an der Citronensaurebildung teilnehmenden Mycelsubstanzen in der 
Lésung befinden. 

Es ergibt sich hieraus, daB Bernhauers'! Zusammenstellung der 
Ergebnisse unserer Arbeiten hinsichtlich der Restdeckengewichte und 
der entsprechenden Mengen gebildeter Citronenséure, gar keine Be- 
zichung zu der Vorstellung besitzt, die wir in unseren Arbeiten ent- 
wickelt hatten. 

Dasselbe gilt auch fiir Bernhauers? Zusammenstellung in Tabelle B. 
Aus unseren Versuchen geht hervor, daB nicht jede Pilzdecke, die auf 
Acetatlésung einen Gewichtsverlust zeigt, Citronensiure bilden und 
anhaufen kann, sondern nur diejenige, die reduzierende Substanzen 
enthalt. 

Zur Klarung der Frage nach der Teilnahme der Mycelsubstanzen 
an der Saurebildung muB weiterhin darauf hingewiesen werden, daB die 
Menge der gebildeten Sauren nicht mit dem Gewicht der Restdecken, 
die am Schlusse des Versuchs verbleiben, verglichen werden darf, sondern 
vielmehr mit den Verlusten der urspriinglichen Decken. Wie unsere 
Versuche zeigen, erreichen die Verluste der Pilzdecken auf zucker- 
freien Lésungen nicht selten bedeutend mehr als 50°, vom urspriing- 
lichen Deckengewicht. In Dubaquies Versuchen® verloren die Decken 
von Asperg. niger nach Erschépfung des Zuckers in der Nahrlésung 
wahrend 9 bis 10 Tagen mehr als 80°, ihres urspriinglichen Gewichts. 

Vom Stickstoffgehalt (0.2% NH,NO,) der von Bernhauer und 
Slanina* gebrauchten Nahrlésung (50 cem) ausgehend, kann man mit 
gewisser Wahrscheinlichkeit annehmen, daB die Pilzdecken, die am 


1 Bernhauer, diese Zeitschr. 274, 104, 1934, und zwar Tabelle A und 
graphische Darstellung Abb. 2, beides 8. 106. - 2],¢. S. 107. — * Du- 
baquie, Mém. soc. sci. phys. et nat. Bordeaux, 6. sér., 1910. -- 4 Bernhauer 
u. Slanina, diese Zeitschr. 274, 97, 1934. 
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SchluB des Versuchs mit Na-Formiat (nach 7 Tagen) ein Gewicht von 
0,27 bis 0,57 g hatten, urspriinglich beinahe 1 g oder mehr gewogen 
hatten'. Bezieht man die gebildete Oxalsiure auf die Verluste der 
Versuchsdecken, so erhalt man wahrscheinlich viel kleinere Werte als 
die von den Verfassern angegebenen? (103 bis 160°). AuBerdem muB 
in Betracht gezogen werden, daB aus 100g Zucker 150g Oxalsaure 
entstehen kénnen. 

Die Ergebnisse der betreffenden Versuche von Bernhauer und 
Slanina sprechen vielmehr fiir die Bildung der Oxalsiure aus Mycel- 
substanzen als aus Ameisensiure. Bei den Versuchen mit Lésungen 
verschiedenen Gehalts an Ameisensdiure bildeten die gleichen Pilz- 
decken gleiche Mengen von Oxalsiure, was sich aus folgender Zu- 
sammenstellung ersehen laBt: 





Pilnsteem:  . k 5 0 os we XX XXUI 


Gehalt der Versuchslisung 
(50cem) an Ameisensiure 











(als Na-Salz) ing... . 0,95 1,9 0,95 1,9 
Versuchsdauer in Tagen. . . 4 7 4 7 4 7 4 7 
Oxalsiure ing. .... 040 0,43 0,34 0,38 0,54 0,58 0,60 0,60 
Mycelgewicht ing... — 0,27 - 0,33 — |046 — | 6,57 


Trotz der Steigerung der Formiatmengen bleiben die Mengen 
gebildeter Oxalsiure unverdndert. Dies scheint dadurch bedingt, 
daB die Quelle der Saurebildung — die Mycelsubstanzen — unver- 
andert bleibt. 

Was die Versuche von Butkewitsch und Fedoroff betrifft, auf die 
Bernhauer Bezug nimmt, erkennen wir an, daB sie unter den betreffenden 
Verhaltnissen als nicht ganz einwandfrei betrachtet werden kénnen. 
Diese, Versuche bediirfen, den neuen von uns festgestellten Tatsachen 


gemaiB, einer gewissen Revision. 


1 Uber Stickstoffgehalt der Decken von Asperg. niger vgl. Schniicke, 
diese Zeitschr. 158, 372, 1924. — 2 1. c. und Bernhauer, ebenda 274, 110, 1934. 











Zur Kenntnis der Cellulose’. 
Von 
L. Marehlewski und J, Skulmowski. 
(Aus dem physiol.-chem. Institut der Universitat Krakau.) 
(Eingegangen am 6, Februar 1935.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


AnschlieBend an unlangst an dieser Stelle veréffentlichte Unter- 
suchungen? des einen von uns mit mehreren Mitarbeitern iiber redu- 
zicrende Zucker, die auf der Anwendung des Spektrums im Uitraviolett 
beruhten, wollen wir jetzt iiber unsere Erfahrungen, die beim Studium 
des Celluloseproblems mit Hilfe derselben Methode erhalten wurden, 
berichten. 

Der Untersuchung wurden nahere Derivate der Cellulose unter- 
worfen; in der vorliegenden Mitteilung beriicksichtigen wir vorlaufig 
nur eine Art, die ,,Hydrocellulose‘*. Die optische Methode war dieselbe, 
welche seit Jahren im hiesigen Laboratorium Anwendung fand, d. h. die 
Hilgersche Sektormethode. Als Lichtquelle diente ein Funken von hoher 
Spannung zwischen Stahl-Wolframelektroden. Die Methode leistet sehr 
gute Dienste, wird aber von der Spekkerschen iibertroffen, welche wir 
neuerdings anwenden. 

Die zur Untersuchung verwendete ,,Hydrocellulose’*’ wurde durch 
Einwirkung von Salzsaéure auf ganz reine «-Cellulose aus Baumwolle her- 
gestellt. Die Saure enthielt 41 bis 42% HCl und auf 10g Cellulose kamen 
50 cem Saure in Anwendung. Sobald Lésung bei gewéhnlicher Temperatur 
eintrat, wurde die ganz schwach gelb gefarbte Lésung in eiskaltes destilliertes 
Wasser gegossen, wobei die ,,Hydrocellulose** in Form eines kasigen, weiSen 
Niederschlags ausfiel. Der Niederschlag wurde gesammelt und nach dem 
Waschen in méglichst wenig 2n NaOH gelést und durch Ansdiuern wieder 
gefallt. Diese Prozedur wurde noch einmal wiederholt. Der gewonnene 
Niederschlag wurde dann tiichtig mit Wasser, Athanol und Ather gewaschen 
und iiber Schwefelsiure getrocknet. 1 g des Priparats léste sich leicht in 
20cem 2n NaOH. Beim langeren Stehen der alkalischen Lésung tritt 
eine gelbe Farbung auf, die mit der Zeit immer dunkler wird und schlieBlich 
einer rotbraunen Platz macht. Durch Tierkohle ist der Farbstoff nicht zu 
entfernen. 

Auf diese Art hergestellte ,,Hydrocellulose™* verursacht kurz nach 
dem Lésen in 2n NaOH keine selektive Absorption des Lichtes. Bei 
Anwendung einer Lésung, welche im Liter m/10 Hydrocellulose enthielt, 
ergab sich folgendes: 

' Vorgelegt der Polnischen Akademie der Wissenschaften. 2 Diese 
Zeitschr. 250, 385, 1932; 261, 313, 1933; 262, 248, 1933; 265, 50, 1933; 
267, 437, 1933. 
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Schichtdicke der Lésung, d = lem (Abb. 1, Kurve 1). 

















a A é a A é a A é 
0,0 8475 | 0,0 0,6 2393 60 11 2318 11,0 
0,1 3120 1,0 0,7 2362 7,0 1,2 2308 12,0 
0,2 2932 2,0 0,8 2350 8,0 1,3 2304 13,0 
0,3 2779 3,0 0,9 2348 9,0 1,4 2302 14,0 
0,4 2626 4,0 1,0 2329 10,0 1,5 2293 15,0 

Nach dreistiindiger Einwirkung Nach _ siebenstiindiger Ejin- 
der Lauge ergibt sich jedoch, wirkung der Lauge wurde erhalten, 
d lem (Abb. 1, Kurve 2). d lem (Abb. 1, Kurve 3). 

a A é a A é 
0,2 | 3957 2,0 0,6 3705 6,0 
0,3 || 3668 3,0 0,7 8672 2548 2432 7,0 
0,4 3570 4.0 0,8 3620 2642 2399 8,0 
0,5 3508 5,0 0,9 3578 2712 2367 9,0 
0,6 3910 2831 24380 6,0 1,0 3530 2767 2350 ~=—-:10,0 
0,7 3289 2995 2388 7,0 1,1 3483 2813 2338 11,0 
0,8 2360 8.0 1,2 3419 2864 2330 12,0 
0,9 2342 9,0 1,3 3348 2904 2322 | 13,0 
1,0 2332 = 10,0 1,4 3290 2960 2312 14,0 
1,1 2319 || 11,0 1,5 3250 2977 2306 15,0 
1,2 2313 = 12,0 
1,¢ 2309 = 13,0 
1,4 2300 = 14,0 
1,5 2295 || 15,0 
' Weitere Versuche zeigten, da lingere Ein- 

wirkung von Lauge den Zustand der Lésung derartig 
verandert, daB, um auf der photographischen Platte 

a | ablesbare Effekte zu erhalten, die Lésung sehr ver- 
\ 


dint werden muB. Demgemaif wurde nach 22stiin- 











i Hi) Reiae : : 
| diger Einwirkung eine 4/59) mol. Lésung untersucht, 
30 | d = lem, wobei sich folgendes ergab (Abb. 1, Kurve 5). 
: a A é 
20 
i 0,1 3820 5,0 
; 0,2 3449 10,0 
al 0,3 3232 2549 2370 15,9 
’ 0,4 3004 27388 2323 20,0 
-| 0,5 2290 | 25,0 
°| 0,6 2286 =. 30,0 
| 0,7 2971 | 35.0 
“200 2500 3000 9500 hk 4 0,8 2258 = 40,9 
ee er ae 2248 45,0 


Abb. 1*. 


* Kurve 4 entspricht einer '/5, mol. Lésung, welche 15 Stunden der 
Lauge ausgesetzt war. 
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Die ermittelten molaren Extinktionen sind auf der Abb. 1 zu 
finden. Wie ersichtlich, erzeugt eine frische alkalische Lésung der 
,, Hydrocellulose* eine kontinuierliche Absorption, woraus zu schlieBen 
ist, daB die Substanz keine freien, selektive Absorption bedingenden 
Gruppen enthalt, also vor allem keine Aldehydgruppen, ahnlich wie im 
Falle aller von uns bis jetzt untersuchten reduzierenden einfachen 
Zucker. Laingere Einwirkung von NaOH verursacht aber eine Ver- 
ainderung des Spektrums. Eine Bande mit dem Maximum bei 3170 A 
erscheint, seine Persistenz nimmt zu und verschiebt sich gleichzeitig 
in der Richtung kiirzester Wellenlangen. Nach 22stiindiger Einwirkung 
liegt das Maximum der Bande bei 2900 A. 


Die Wirkung von Alkalien auf ,,Hydrocellulose beschrankt sich 
aber nicht allein auf die Anderung des Spektrums, sondern veranlabt 
auch eine tiefere Spaltung der Molekel, was daraus folgt, daB Filtrate 
von aus alkalischen Lésungen gefallten ,,Hydrocellulosen® Spektren 
mit selektiven Absorptionen aufweisen, welche jedoch in ihrem Charakter 
deutlich von den Spektren der alkalischen .,Hydrocellulosen’ ab- 
weichen, wie folgende Versuche es erlautern: Von der m 10 Lésung der 
,, Hydrocellulose* in 2n NaOH wurden in Abstinden von 3, 7, 15 und 
22 Stunden Proben von je 10 ccm genommen, diese schwach mit Essig- 
siure angesiuert und von der abgeschiedenen ,,Hydrocellulose“ ab- 
filtriert. Die Filtrate wurden in jedem Falle auf 25 cem gebracht und 
optisch untersucht. 








Versuch 1. Probe erhalten nach % 5 
Anséiuern der alkalischen Lésung pA 
sofort nach deren Herstellung, ” 
d = 4cem (Abb. 2, Kurve 1). g 
42} 
a A | 
tf} 
0,1 2350 2507 Y 
0,2 2640 ae 
0,3 2789 49 Pl 
0,4 2952 eo Z 
0,5 3113 ( 
0.6 3237 Be ad 
0,7 3649 
0,8 3923 


Versuch 2. Filtrat nach drei- 
stiindiger Einwirkung der Lauge, 
d = 4em (Abb. 2, Kurve 2). 





0,3 2382 2507 2821 3104 
0,4 2353 2590 2667 3310 
0,5 3920 Abb. 2. 





nn = 
5500 h = 


30 * 
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Versuch 3. Filtrat nach sieben- 
stiindiger Einwirkung der Lauge, 
d =4em (Abb. 


2, Kurve 3). 








a 4 
01 3390 
(0,2 2929 
03 2822 
0,4 2735 
0.5 2359 2482 2653 
Versuch 4. Filtrat nach fiinf- 
zehnstiindiger Laugewirkung, d 
4em (Abb. 2, Kurve 4). 
a A 
0,1 8090 
0,2 2945 
0,3 2904 
0,4 2861 
0.5 2830 
0.6 2810 
0,7 2357 2423 2772 
0,8 2494 2745 
09 2545 2728 
1,0 2582 2683 
Versuch 5. Filtrat nach 


22stiindiger Einwirkung der Lauge, 
d = 4em (Abb. 2, Kurve 5). 





0.0, 3330 
0,1 3101 
0.2 3013 
0,3 2952 
0.4 2909 


0,5 2860 
0.6 2838 
0,7 2818 


S 


© Oo oO 


Ti CO DO 


7 





A 


2792 
2771 
2758 
2749 
2740 
2731 
2716 
2705 


Wie ersichtlich, ist das Maxi- 
mum der Absorptionen der in den 
Filtraten vorliegenden Substanzen 
im Vergleich mit den Maxima 
der urspriinglichen Laugenlésungen 
stark nach dem Ultraviolett ver- 
schoben; es liegt bei etwa 2600 A. 
Dieser Umstand erlaubt die Folge- 
rung, daB die im sauren Filtrat kon- 
statierten Substanzen, welche jeden- 
falls auch in der urspriinglichen 
alkalischen Losung vorhanden 
waren, auf das Spektrum der letz- 
teren nur von geringem Einflu8 
waren. 

Die Veranderung der ,,Hydro- 
cellulose“ unter dem EinfluB von 
Alkalien 14Bt sich auch auf ana- 
lytischem Wege zeigen. Bei der 
Untersuchung von Cellulosen  ver- 
schiedener Herkunft und Reinheit 
bedient man sich bekanntlich unter 
anderem der sogenannten Kupfer- 
zahl, welche in der Regel nur un- 
bedeutend ist. Die Anwendung der 
Methode der Kupferzahlbestimmung 
nach Weltzien und Nakamura auf 
die alkalischen Lésungen der ,,Hy- 
dratcellulose‘‘ belehrte, da} sie be- 
deutend gréBer ist als fiir Cellulose 
und daB ihr Wert mit der Dauer 
der Alkaliwirkung ansteigt. Das 
selbe wurde fiir die sogenannte Jod- 
zahl konstatiert. Die gefundenen 
Werte wollen wir bei einer an- 


deren Gelegenheit, sobald andere Arten der ,,Hydrocellulosen* in 
derselben Richtung studiert sind, naher angeben. 

Zur naiheren Charakterisierung der von uns zu obigen Versuchen 
benutzten ,,Hydrocellulose’ mégen noch folgende Einzelheiten Er- 
wahnung finden: Die Acetylierung mit Hilfe von Essigsiureanhydrid 
und Kisessig unter Mitwirkung von Schwefelséiure verlauft bedeutend 
trager als bei reiner «-Cellulose. Auf 10g ,,Hydrocellulose’ wurden 
37,5 cem Eisessig und dieselbe Menge Anhydrid benutzt; die Menge der 
Schwefelsdure (spez. Gew. 1,84) schwankte zwischen 1,0, 0,5 und 0,25 cem. 
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Die erhaltenen Acetylprodukte wurden nach der Methode von 
R. Meyer auf den Gehalt von Acetylgruppen untersucht. Erhalten wurde: 





Rescued Gefunden bei Anwendung von 


fiir Triacetat 15,49) HoSO4 8.4%) Ho SO, 4,40), HySO, 


% CH3,COOH. . 62,5 64,7 64,52 64,3 


Die etwas héheren Acetylwerte erklaren sich wahrscheinlich durch 
den Umstand, dab die Anwesenheit geringer Mengen von Spaltprodukten 
der ,,Hydrocellulose’’ in der zur Acetylierung verwendeten Substanz 
vorhanden waren!. Das Acetat mit dem Gehalt von 64,3°, Essigsiure 
wurde durch zweimaliges Umfallen aus der Chloroformlésung mit 
Athanol gereinigt, das Produkt bis zur Konstanz getrocknet und spektro- 
graphisch untersucht. Die hierzu gebrauchte Lésung enthielt 0,1 Mol. 
Gefunden wurde fiir d — 1 em: 





a A a A a A 
0,1 3395 0,5 2471 9.9 2438 
0,2 2928 0,6 2456 1,0 2433 
0,3 2542 0,7 2448 1,1 2430 
0.4 2485 0,8 2440 1,2 2424 


Abb. 3 zeigt die gefundenen Extinktionen. Die Kurve 1 verlauft 
ganz analog den entsprechenden Cellulosetriacetatextinktionen? und 
weist keine Selektion auf; freie Aldehydgruppen sind also auszuschlieBen. 








2500 co, a ; 000A SS” 
Abb. 3. 


1 Erwahnt mag werden, daB Triacetyleellulosen, welche aus x-Cellulose 
unter Anwendung von Schwefelsiure als Katalysator bereitet wurden, 
immer ebenfalls zu hohe Acetylwerte gaben. —- * Siehe Abb. 4. Kurve 4 
entspricht der Acetyleellulose nach Ost hergestellt, Kurve 1 bei An- 
wendung von 15,4°, H,SO,, Kurve 2 von 8.4% H,SO,4, Kurve 3 von 
44°, H,SO,. 
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Die Viskositaét der ,,Acetylhydrocellulosen“ wurde mit Hilfe des 
Ostwald-Auerbachschen Viskosimeters ermittelt, welches mit Hilfe von 
Glycerin geeicht wurde. Die Viskositét sinkt mit der Steigerung der 
Menge Schwefelséure, welche bei der Acetylierung angewandt wurde. 
Sogenannte strukturelle Viskositét wurde in keinem Falle beobachtet. 








1. Viskositat 
Lésung des mit 15,4°% H,SO, dar- 


einer 


5 %igen 


gestellten Acetats in Chloroform: 


2. Viskositat 
Lésung des mit 8,4% H,SO, dar- 
gestellten Acetats in Chloroform: 


einer 


5 %igen 





J 


10 Ajo 





Z l "rel. Z ! Jy 10 "rel. 
0 | 121,38 | an. | 
10 | 853 | 362 3955 | 268 O | Re | peel een | noe 
20 56.6 28,5 294.95 9 26 10 110,2 31 8 | 35,7 3,087 
2 | SA | See | ame 20 | 784 | 5,’. | 28,15 | 2,785 
30 | 85,2 | 154 | 18,85 | 1,92 30 539 25 | 9945 9'401 
40 | 199 14 495 | 4’59 3:9 90.4 | 22/45 2, 
ot ae | ee Soe ieee 40 335 2% | 1745 1,920 
5 96 “58 8:05 | 11 5019.0 145 | 4915 1564 
60 | 38 60 92) 28) 765 | 1/208 
7 | 37 | >| 


3. Viskositat einer 


5° 


oigen Loésung des mit 


4.4% H,SO, hergestellten Acetats in Chloroform: 











Zz l 4, 0 Si "rel. 
1 ey 35,5 | 3995 3,209 
20 74.5 29,0 9500 2/980 
30 53.5 21,0 19°75 2'708 
40 35,0 a 15.25 2'995 
50 93'0 a 11:3 2035 
60 12'4 res 8'3 1490 
70 6,4 »s 


Die Viskositaét ist also geringer als die der Triacetat-x-Cellulose- 


priparate. Es wurde schlieBlich noch ein Benzoylderivat der 
., Hydroceliulose‘‘ untersucht. Die Darstellung erfolgte nach der 


Methode von Baumann-Schotten. 

5g ,,Hydrocellulose** wurden in 125cem 2n NaOH gelést und unter 
Eiskiihlung mit 50g Benzoylchlorid geschiittelt. Das gebildete Benzoat fallt 
in Form von weigen Flocken aus, die mit warmem Wasser, dann mit Alkohol 
und Ather gewaschen wurden. Nun erfolgte Lésung in Chloroform, Fil- 
trieren und Fallen mit Athanol. Das nach R. Meyer analysierte Produkt 
ergab 72,6 °%,ige Benzoesaure, was 2,5 Gruppen C,H,;COOH entspricht. 

Die Lésung des Produktes in CHCl, wurde spektrographisch unter- 
sucht. Es wurden zwei Lésungen bereitet, die eine enthielt pro Liter 
Chloroform 1/9599 Mol des Esters, die zweite 1,559 Mol. Die erste wurde 
in lem, die zweite in 0,5cm Schicht untersucht. Die Ergebnisse waren 
nahezu identisch. Die Mittelwerte beider Messungen waren: 
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a 4 a A 

0,1 2916 0,8 2794 2730 2549 
0,2 2902 0,9 2539 

0,2 2885 1,0 2533 

0.4 2870 11 2525 
0,5 2855 1,2 2522 
0,6 2845 2652 2592 1,3 2520 
0,7 2824 2698 2563 1,4 2517 

1,5 2509 

Abb. 3, Kurve 2, zeigt die Extinktionen; es 

| ergibt sich ein Maximum bei 2758 A und ein 
pa , . Minimum bei 2622 A, welches ohne Zweifel durch 
d . , ; * : 

| A) die aromatischen Kerne verursacht wird. 
4) Die hier mitgeteilten Versuchsergebnisse des 
40} Studiums der ,,Hydrocellulose geben Veranlassung 

| W zu weiteren Nachforschungen nach den Spaltungs- 
sd \ produkten derselben auf priparativem Wege. 
06 
ay 
G2 

0 

Niceiinonositeinneetenliesaemeicatetshpsniaenniae ia Se a 

2500 5000 3600 4900 
Abb. 4. 


Zunachst wird es aber interessant sein, andere Typen der ,,Hydro- 
cellulose*‘ in analoger Art zu untersuchen. Das hier untersuchte Praparat 
fallt vielleicht eher in die Klasse der sogenannten Cellulosedextrine. 
Produkte, welche durch weniger energische Wirkung von Sauren auf 
Cellulose entstehen, z. B. die ,,Hydrocellulose’* von Knoevenagel, werden 
sich voraussichtlich etwas anders verhalten. Jedenfalls mu8 aus dem 
bereits vorliegenden Befund geschlossen werden, daB die Ansicht von 
Hess, nach welcher in Hydrocellulosen keine Aldehydgruppen an- 
genommen werden kénnen, vollauf berechtigt erscheint. 

Der Kunstseidenfabrik in Tomasz6w Mazowiecki, welche die Kosten der 
vorliegenden Untersuchungen teilweise bestritten hat, sagen wir unseren 
besten Dank. 











Wirkung des Kohlenoxyds 
auf die Girung von Tetanus- und Gasbrandbazillen. 
Von 
(. Sehlayer. 
(Aus der II. Medizinischen Klinik der Charité in Berlin.) 
(Eingegangen am 14, Februar 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Wie W. Kempner! in dieser Klinik gefunden hat, verlieren Butter- 
siurebakterien bei Gegenwart von Kohlenoxyd die Fahigkeit, Zucker 
in Buttersiure, Wasserstoff und Kohlenséiure zu spalten. Wird das 
Kohlenoxyd wieder durch ein indifferentes Gas wie Argon oder Stick- 
stoff ersetzt, so beginnt die Buttersiuregirung von neuem. Das Ferment 
der Buttersiuregirung reagiert also reversibel mit Kohlenoxyd, kann 
also nur eine Schwermetallverbindung sein; denn ausschlieBlich Schwer- 
metalle besitzen die Eigenschaft, bei niederer Temperatur mit Kohlen- 
oxyd zu reagieren. Durch diese Entdeckung war zum ersten Male der 
Schwermetallcharakter eines Garungsferments bewiesen. 

DaB es sich bei diesem Schwermetall um Eisen handelt, wurde ebenfalls 
von W. Kempner®, gemeinsam mit F’. Kubowitz, gezeigt. Die Kohlenoxyd- 
verbindungen des Hisens unterscheiden sich von den Kohlenoxydverbin- 
dungen aller iibrigen Schwermetalle dadurch, daB sie durch Licht gespalten 
werden, z. B. Fe(CO); > Fe + 5CO oder Kohlenoxydhimoglobin in 
Kohlenoxyd und Hamoglobin: Das gleiche Phanomen der Dissoziation’ im 
Licht, hier der Trennung des CO-Molekiils vom Fermentmolekiil, zeigt sich 
bei Belichtung der durch Kohlenoxyd gehemmten Buttersaiurebakterien. 
Waren beispielsweise durch eine bestimmte Bakterienmenge 100 mg Butter- 
siure in | Stunde gebildet, so sank im Kohlenoxydmedium die Butterséure- 
bildung auf 5mg in der Stunde; wurden die Bakterien im Kohlenoxyd- 
medium bestrahlt (mit weiBem Licht oder mit Licht einzelner Farben), so 
stieg die Garung von 5 mg wieder auf 95 mg in der Stunde an. Auf diese 
Weise war es méglich, durch Belichtung oder Verdunkelung der Zellen 
Gaérung entweder hervorzurufen oder zu verhindern; die Verbindung des 
Garungsferments mit Kohlenoxyd lést sich in einem Kohlenoxydmedium 
unter der Wirkung des Lichtes in gleicher Weise, als wenn das Kohlenoxyd 
iiberhaupt entfernt und durch ein indifferentes Gas ersetzt ware. Das 
Ferment, das die sauerstofflose Spaltung bei der Buttersiuregirung kata- 
lysiert, ist eine Eisenverbindung, diese Garung der Butterséiurebakterien 
ist eine Eisenkatalyse. 


Nachdem die Wirkung des Kohlenoxyds auf die Garung der Butter- 
siurebakterien gefunden war, lag es nahe, auch bei anderen gairenden 


' W. Kempner, diese Zeitschrift 257, 41, 1933. — ? W. Kempner u. 


F’. Kubowitz, ebenda 265, 245, 1933. 
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Bakterien die Wirkung des Kohlenoxyds zu untersuchen, um so ent- 
scheiden zu kénnen, ob es sich bei dem anaeroben Stoffwechsel anderer 
Bakterien ebenfalls um Schwermetallkatalysen handelt. Warburg! 
hatte bereits 1927 versucht, die Gérung von Hefezellen und Milchsaure- 
bakterien durch Kohlenoxyd zu hemmen, doch konnte er eine Hemmung 
dieser Garungen nicht einmal mit einem Kohlenoxyddruck von 60 Atmo- 
spharen erreichen, d. h. einem iiber tausendmal so starken Druck als er 
zur Hemmung der Butterséiuregirung erforderlich war. Es mag sein, 
da®B die Anwendung noch héherer Kohlenoxydkonzentrationen auch hier 
zu einem Resultat fiihren wiirde; bisher hat diese Methode der Kohlen- 
oxydhemmung bei Untersuchung der alkoholischen und Milchsiure- 
garung versagt, natiirlich auch in dem Sinne, daB durch das Ausbleiben 
einer Reaktion zwischen Ferment und Kohlenoxyd nicht etwa bewiesen 
ware, daB es sich bei diesem Ferment nicht um eine Schwermetall- 
verbindung handelt. Hingegen konnte eine Wirkung des Kohlenoxyds 
gefunden werden auf die Spaltung von Ameisensdure in Wasserstoff 
und Kohlensaure bei Bacterium coli? und eine durch Licht aufzuhebende 
Wirkung des Kohlenoxyds auf die Spaltung von Brenztraubensaéure in 
Essigsiure, Kohlensiure und Wasserstoff bei Clostridium butyricum®. 
Gemeinsam ist allen Garungen, die durch Kohlenoxyd gehemmt werden, 
der Buttersauregérung, Ameisenséurespaltung und Brenztraubensaure- 
spaltung, daB es sich bei ihnen um Garungen handelt, in denen Wasser- 
stoff entsteht. 

Uns interessiert von klinischen Gesichtspunkten aus besonders der 
Fermentmechanismus des Stoffwechsels der pathogenen Bakterien, also 
in diesem Zusammenhang der pathogenen Anaerobier, der ,,Giftbildner*, 
und nicht nur aus theoretischen Griinden: denn vielleicht fiihrt hier ein 
Weg iiber die Aufklarung der Substanzen, die die Garung katalysieren, 
zur chemischen Definition der Giftbildung. Ich habe stark toxische 
Staémme? von Tetanus und Gasbrand untersucht. Die Giftbildung 
dieser Bakterien findet ausschlieBlich unter anaeroben Bedingungen 
statt, denn bei Sauerstoffgegenwart sterben sie rasch ab, wie im mano- 
metrischen Versuch von R. Lohmann gezeigt wurde5; die Giftbildung 
ist also an die sauerstofflosen Spaltungsreaktionen dieser Bakterien 
gebunden: damit werden die beispielsweise in Gasbrandbakterien wirk- 
samen Girungsfermente mittelbar oder unmittelbar Katalysatoren der 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927. —- 2? M. Stephenson u. 
L. H. Stickland, The Biochem. J. 26, 712, 1932. -- * W. Kempner u. 
F. Kubowitz, diese Zeitschr. 265, 245, 1933, zitiert nach F. Kubowitz, 
ebenda 274, 297, 1934; siehe auch diese ausfiihrliche Arbeit. —~- 4 Die Aus- 


gangskulturen wurden mir liebenswiirdigerweise von der bakteriologischen 
Abteilung des Reichsgesundheitsamtes, Berlin-Dahlem, zur Verfiigung ge- 
stellt. — ° R. Lohmann, Klin. Wochenschr. 1934, Nr. 31, 8S. 1116. 











462 C. Schlayer: 


Bildung des Gasbrandgiftes. Die vorliegende Mitteilung berichtet von 
der Wirkung des Kohlenoxyds auf die anaerobe Garung von Tetanus- 
und Gasbrandbakterien, manometrisch an der Gasbildung (Kohlen- 
siure- und Wasserstoffbildung) dieser Bakterien unter Sauerstoff- 
abschluB gemessen. 

Es ergab sich: 

I. Die Kohlenséure- und Wasserstoffbildung dieser Bakterienarten 
wird bereits durch geringe Kohlenoxydkonzentrationen von 3 bis 10% 
CO in Stickstoff um 85°, gehemmt und beginnt wieder mit unver- 
minderter Starke, wenn das Kohlenoxyd /Stickstoffgemisch durch reinen 
Stickstoff ersetzt ist (ein Protokoll als Beispiel). Das in Tetanus- und 
Gasbrandbakterien wirksame Garungsferment bildet also eine reversible 
Verbindung mit Kohlenoxyd, d. h. mit einem Gas, das bei dieser Tem- 
peratur ausschlieBlich mit Schwermetallen reagiert. Das Ferment, das 





IT pé3cmn Abb. 1. Gasbrandbakterien, bei 30° C in 
7 phosphathaltiger Bouillon anaerob ge- 
ziichtet, nach 24stiindigem Wachstum in 
Manometergefibe pipettiert. Gasbildung 
(Wasserstoff und Kohlensiure) in Stick- 
stoff, Kohlenoxyd/Stickstoftfgemisch im 
Dunkeln und Kohlenoxyd/Stickstoff- 
gemisch bei Belichtung gemessen. 
Trockengewicht der in 1 cem suspen- 
dierten Bakterienmenge: 5,8 mg. Ver- 
21¢mm suchstemperatur: 10° C, 
I No, 
II 5% 9 CO dunkel, 
Ill 5°’, CO belichtet. 
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den mit einer Gasbildung verbundenen anaeroben Stoffwechsel dieser 
giftbildenden Bakterien katalysiert, ist also eine Schwermetallver- 
bindung. 

II. Diese Kohlenoxydhemmung der anaeroben Garung der Tetanus- 
und Gasbrandbakterien ist emptimdlich gegen ‘sichtbares Licht, d. h. die 
Garung im Kohlenoxydmedium steigt an bei Belichtung und nimmt 
wieder ab bei Verdunkelung, so daB es méglich ist, durch Verdunkelung 
und Belichtung Garung zu hemmen oder zu steigern. Die Lichtintensitat, 
die notwendig ist, um die Garungshemmung durch Kohlenoxyd voll- 
standig aufzuheben, ist — wie bei Buttersiurebakterien — betrachtlich 
(Bogenlampe oder Hg-Lampe), doch ist ein gut me&barer Effekt bereits 
mit einer einfachen 150-Kerzen-Metallfadenlampe, 4 cm vom Boden des 
VersuchsgefaBes entfernt, zu erreichen (siche Kurve). Die Kohlenoxyd- 
verbindungen lediglich des Eisens besitzen die Eigenschaft, im Licht zu 
dissoziieren, die Kohlenoxydverbindung des Garungsferments der 
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untersuchten Bakterien wird in gleicher Weise durch Licht reversibel 
gespalten: Tetanus- und Gasbrandbakterien besitzen also eisenhaltige 
Garungsfermente, die anaeroben mit einer Gasbildung verbundenen 
Stoffwechselreaktionen dieser Bakterien sind Eisenkatalysen. 


Protokoll. 


Gasbrandbakterien, bei 30° C in phosphathaltiger Bouillon (py : 6,9) anaerob 
geziichtet, nach 24stiindigem Wachstum in ManometergefaBe pipettiert. 
Gasbildung (Kohlensiure und Wasserstoff) in sauerstoffreiem Stickstoff 
und Kohlenoxyd/Stickstoffgemisch gemessen. Trockengewicht der in 1 cem 
suspendierten Bakterienmenge: 1,6 mg. Versuchstemperatur: 30°C. 











ae ( || v= 1 vy = 1 
uminaineem...... : _ - 
0 | v, : 11,75 v, > 11,70 
GefiBkonstanten in qmm.. . | 1,094 1,088 
ne ae ae 100°), Ng 59/9 CO/95%y No 
Gasbildung mm Brodie emm mm Brodie emm 
Neon 20 Bam. 6 9 9,8 2,5 2,7 
art NM garry tal ete gh 18 19,7 5,5 6,0 
gee ie es a eae 27 29,5 8.5 9,2 
COME 6 ee a ee es 5%y CO/95% 9 No 100° 9 No 
Gasbildung mm Brodie cmm mm Brodie emm 
Nach 10 Mims... 2. 3 3,3 8 8,7 
Rae) | pore a ae eee 5,5 6,0 17 18,5 
Bs re Rhee et es 8 8,8 25,5 27,8 


Das Protokoll zeigt: Hemmung der Gasbildung durch 5°, CO um 
29,5 — 9,2 ? re : 3 
69%. Nach Entfernung des CO stieg die Gasbildung auf den 


Anfangswert der Stickstoffkontrolle, die CO-Hemmung ist also reversibel. 
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